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1. RESUMEN

La periodontitis se define como una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los dientes causada por bacterias que colonizan el surco gingival y las
cuales se fijan a las superficies dentales. Los microorganismos que colonizan la
region gingival, supragingival y subgingival forman la placa dentobacteriana
también conocida como biofilm. De manera tipica, la colonizacién de la placa
dentobacteriana al inicio, estd poblada por bacterias facultativas
predominantemente Gram-positivas, posteriormente en etapas subsecuentes de
maduracion, las especies que predominan son bacterias anaerobias estrictas
Gram-negativas. Cuando bacterias especificas en la placa dentobacteriana
aumentan en numero hasta alcanzar cifras relevantes, producen factores de
virulencia que exceden el umbral del control del paciente, de tal manera que, el
equilibrio va de la salud a la enfermedad *.

Los fibroblastos gingivales humanos (HGF), son un tipo celular predominante en la
estructura de soporte del diente y son responsables de la remodelacién de los
tejidos de soporte de los mismos, esto se debe a la produccién de citocinas
inflamatorias inducidas por el acido lipoteicoico (LTA) 6 lipopolisacéarido (LPS),
componentes de la pared de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
respectivamente. Estudios recientes han reportado que tanto el LTA como el
LPS son reconocidos por receptores tipo toll (TLR) 2 y 4 en fibroblastos gingivales
humanos °°.

En este trabajo se determind el papel del acido lipoteicoico de Streptococcus
sanguis (LTA) sobre la activacion de mecanismos de transduccion de sefiales
intracelulares y su efecto a la respuesta inducida por el lipopolisacarido de
Agreggatibacter actinomycetemcomitans (LPS), en fibroblastos gingivales
humanos.

Los resultados indican que tanto el acido lipoteicoico (LTA) de S. sanguis como el
lipopolisacéarido (LPS) de A. Actinomycetemcomitans inducen la expresiéon IL-13
asi como de la cicloxigenasa-2 (COX-2). Asi mismo se observd que tanto el LTAy
LPS promueven la fosforilacion de la proteina IkB-a, la translocacién de NF-kB al
nacleo, y la fosforilacion de las cinasas p38y ERK 1/2.

Por otra parte se encontr6 que el tratamiento previo con LTA bloquea Ila
expresion de IL-1B3, COX-2, asi como la fosforilacion de IkB-a y la translocacion
de NF-kB al nucleo. Con respecto a la fosforilacién de las cinasas p38y ERK 1/2
el LTA también bloquea las accién inducidas por el LPS.

Finalmente el marcaje con [32Pi] muestra que el acido lipoteicoico induce la
fosforilacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4) en HGF.



Estos resultados indican que el LTA de S. Sanguis actia como un antagonista
del LPS y agonista parcial, en fibroblastos gingivales humanos (HGF), por lo que
cantidades reducidas de placa dentobacteriana en una persona sana pueden ser
toleradas sin causar enfermedad periodontal o gingival, tal ves debido a la funcion
gue desempeian los pobladores iniciales de la placa dentobacteriana como es el
caso de S. sanguis que ha reportado estar presente de forma importante en sitios
con un mayor nivel de insercion, posterior a la terapia periodontal. Reforzando la
idea de que probablemente estas especies funcionen como mecanismos de
prevencidn en la colonizacidén bacteriana de la placa dental.



2. ABREVIATURAS

ARN = Acido ribonucleico.

ADN = Acido desoxirribonucleico.

CD14m = Proteina CD14 membranal

CD14s = Proteina CD14 soluble

COX-2 = Ciclooxigenasa-2

DMEM = Medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco
ERK1/2 = Proteina quinasa activada extracelularmente 1y 2
FBS = Suero Bovino Fetal.

HGF= Fibroblastos gingivales humanos.

GADPH = Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.
ICAM-1= Molécula de adhesion intercelular —1

IFN- y = Interferon gama

IL-13= Interleucina 1 beta

IL-6 = Interleucina 6

IL-8 = Interleucina 8

IL-10 = Interleucina 10

IkB-a = Proteina inhibidora Kappa B alfa

LBP= Proteina de unién a LPS

LPS= Lipopolisacarido

LTA= Acido lipoteicoico

MAPK= Proteina quinasa activada por mitbgeno

MyD88= Proteina 88 de respuesta primaria para la diferenciacion mieloide.
NF-kB= Factor nuclear Kappa B

NO = Oxido nitrico.

PAMPs = Patrones moleculares de asociacién a patdégenos
PBS = Buffer de fosfatos salino.

PI3K = Fosfatidil inositol 3 cinasa

p38= Proteina p38

pp38= Fosfoproteina p38

MRNA = acido ribonucleico mensajero.

RT-PCR= Trancriptasa reversa- Reaccion en cadena de la polimerasa.
SBF= Suero Bovino Fetal

SDS = Dodecil sulfato de sodio

TBST. Buffer salino astringente.

TIR = Receptor homologo de IL-1f3

TLR= Receptor tipo Toll

TLR2 = Receptor tipo Toll 2

TLR4 = Receptor tipo Toll 4

TNF-a= Factor de Necrosis tumoral alfa



3. DEFINICION DEL PROBLEMA.

En decenios recientes, el conocimiento de la etiologia de las enfermedades
periodontales experimenté avances notables. A mediados del presente siglo se
estimaba que todas las especies bacterianas encontradas en la placa dental
poseian igual capacidad para causar enfermedad. También, que la periodontitis
podia ser el resultado de la exposicién acumulada a la placa dental *.

La asociacion de determinadas especies bacterianas con la enfermedad surgi6 a
principios del decenio de los sesenta, cuando examenes microscépicos de la placa
revelaron la presencia de distintas especies bacterianas en sitios sanos en
términos periodontales contra otros con enfermedad del periodonto. M&s tarde, en
los decenios de los sesenta y setenta, mejoras técnicas en los procedimientos
usados para aislar, cultivar e identificar los microorganismos periodontales
produjeron refinamientos en la taxonomia bacteriana y aclararon los grupos
especificos de gérmenes presentes con las enfermedades del periodonto® 2,

La gingivitis y la periodontitis, asi como otras enfermedades periodontales menos
frecuentes, son infecciones bacterianas cronicas. Los microorganismos patdégenos
pueden influenciar el curso del proceso patolégico elaborando sustancias toxicas
para los tejidos, mediante la invasiéon directa de los tejidos del huésped y por
estimulacion de una reaccion del mismo. Por lo general, los productos y la
invasion bacteriana de los tejidos, dafian al huésped, mas la reaccién de éste
puede ser de proteccion o destructiva® 3.

Las investigaciones que cotejan la microbiota vinculada a las enfermedades
periodontales con el estado de salud indican que un nimero discreto de gérmenes
parecen operar como patdogenos en el proceso morbido. En general, las
principales bacterias relacionadas con las enfermedades periodontales son
microorganismos gramnegativos, facultativos, capnofilos o anaerobios. Algunas de
las bacterias mas frecuentes relacionadas con el transtorno son Porphiromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter Actinomycetemcomitans (antes
Actinobacillus actinomycetemcomitans), Fusobacterim nucleatum Campylobacter
rectus, Treponema denticola y especies Eikenella, en vista de sus capacidades
patégenas y su mayor cantidad en la enfermedad .

El reconocimiento de patrones moleculares de asociacién a patdgenos (PAMPS)
por el sistema inmune innato, puede iniciar un mecanismo de defensa en contra
de patogenos invasivos. Los PAMPs se distribuyen en superficies celulares
bacterianas (acidos lipoteicoicos, peptidoglicanos, lipoproteinas y
lipopolisacaridos), e intracelularmente (motivos especificos de ARN y ADN
derivados de virus y bacterias). Estudios recientes han demostrado que en
mamiferos estos patrones moleculares asociados a patdgeno como el &cido
lipoteicoico y el lipopolisacarido, son reconocidos especificamente por su
respectivos receptores tipo toll (TLRs)> ®.



La destruccion del tejido periodontal puede ser atribuida a la activacion producida
por monocitos, linfocitos, fibroblastos y otras células del huésped que en forma
conjunta con la accion que desencadenan toxinas bacterianas como el
lipopolisacarido o el acido lipoteicoico, activan mecanismo intracelulares que
conllevan a la produccién de citocinas que dan lugar a la liberacion de enzimas
respons;slbles de la destruccién de la matriz extracelular y la resorcion del hueso
alveolar’.

Por otra parte, una caracteristica comun de todos los organismos, es la capacidad
dinamica de coordinar constantemente su actividad en respuesta a los cambios
ambientales. Esta funcion de comunicacion celular con el entorno, se lleva a cabo
a través de varias vias o cascadas intracelulares de sefalizacion que reciben y
procesan sefales externas, no solo del entorno extracelular, sino de distintas
regiones de una misma célula. Estas cascadas transmiten sefiales que resultan en
la regulacion de funciones celulares determinadas. Esta transferencia de
informacion constituye una parte importante del repertorio celular de mecanismos
reguladores. Sin embargo, a medida que el nimero de componentes y cascadas
de sefializacién identificados aumenta, parece obvio que estas vias no constituyen
entidades aisladas sino que forman parte red extensa y finamente regulada * 2.

A pesar de que se ha reportado informacién con respecto a la enfermedad
periodontal, los mecanismos moleculares involucrados en el equilibrio salud-
enfermedad asociados a la formacion de la placa dentobacteriana, aiin no estan
del todo descritos, por lo que en este trabajo de investigacion se caracterizaron en
fibroblastos gingivales humanos, las vias de transduccibn de sefiales
intracelulares ( p38, ERK 1/2, IKBa, NF-kB, IL-1B y COX-2) implicadas en los
mecanismo intracelulares, por los cuales el desplazamiento caracteristico de
microorganismos grampositivos a gramnegativos que se suceden en la
colonizacion de la placa dentobacteriana, esta reflejado en la transicion del estado
de salud al desarrollo de la enfermedad periodontal. Asi como el papel que tiene el
receptor TLR4 bajo la accién de LTA.



4. INTRODUCCION

En la enfermedad periodontal, la interaccion huésped-bacteria determina la
naturaleza y extension del trastorno resultante. Los patégenos pueden influenciar
el curso del proceso patolégico elaborando sustancias toxicas para los tejidos,
mediante la invasion directa de los tejidos del huésped y por estimulacién de una
reaccion del huésped. En la gingivitis y periodontitis el desarrollo de la enfermedad
depende de una interaccion entre la placa dentobacteriana residente y la reaccion
del huésped a los productos de la misma®=>%.

La placa dentobacteriana es un depdsito blando que forma una biopelicula que se
adhiere a la superficie dentaria, contiene aproximadamente 2X10* bacterias, de
tal modo que es posible encontrar mas de 325 especies bacterianas. De acuerdo a
la posicion que tiene en la superficie dental se clasifica en supragingival si se
localiza en o por arriba del margen de la encia; si esta en contacto directo con el
margen gingival recibe la denominacion de placa marginal y si se localiza por
debajo del margen de la encia y el tejido del surco gingival se denomina
subgingival. La placa marginal posee importancia principalmente en la produccion
de gingivitis, mientras que la placa subgingival vinculada con el tejido es
importante en el rasgo de la destruccién del tejido blando en diversas formas de
periodontitis™*. El desarrollo de la formacién de la placa dentobacteriana se da
por la adherencia de especies Gram-positivas (Actinomyces naeslundii,
Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis) a la pelicula adquirida que cubre al
diente, el crecimiento de estas especies provee |o necesario para que
colonizadores secundarios (Provotella intermendia, Provotella loescheii, especies
Capnocytophaga, Aggregatibacter Actinomycetemcomitans, etc) se adhieran * °.
En esta sucesion ecolégica de la placa dentobacteriana hay una transicion de un
ambiente aerobio precoz caracterizado por especies Gram-positivas facultativas a
otro ambiente notablemente escaso en oxigeno donde predominan gérmenes
anaerobios Gram-negativos.'?

Las diferencias entre salud y enfermedad evidencian especies bacterianas. Las
bacterias cultivadas a partir de los sitios con salud periodontal consisten
predominantemente de bacilos facultativos y cocos. Este grupo de
microorganismos decrece de modo proporcional en la gingivitis y la periodontitis.
Estas disminuciones se acompafian con incrementos en las proporciones de
bacilos Gram-negativos, en la gingivitis, en la periodontitis juvenil localizada y en
la periodontitis avanzada*.

Tabla 1. Morfotipos bacterianos.
Morfotipos Salud periodontal Gingivitis Periodontitis.
bacterianos
Bacilos facultativos 75% 144% 110-13%
y COCOS
Bacilos Gram- 13% 40% 64-74%
negativos




En general, las principales bacterias relacionadas con las enfermedades
periodontales son microorganismos gramnegativos, facultativos, capndéfilos o
anaerobios. Algunas de las bacterias méas frecuentes relacionadas con el trastorno
son Porphiromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans (antes Actinobacillus actinomycetemcomitans
Fusubacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Treponema denticola Yy
Eikenella entre otras'?.

Se plantea que algunas especies bacterianas protegen o benefician al huésped,
entre ellas S. sangunis, Veillonela parvula y C ochracea. De manera tipica se
localizan en cantidades altas en sitios periodontales que no muestran pérdida de
la insercion, pero lo hacen en cantidades bajas donde hay destruccién activa del
periodonto. Estudios clinicos indican que sitios con valores altos de C. ochracea
y S. sanguinis se relacionan con mayor incremento del nivel de insercién luego del
tratamiento periodontal’.

Un componente importante en la pared celular de bacterias Gram-negativas es el
lipopolisacarido (LPS). Este activa potentemente a macrofagos induciendo la
expresion y secrecion de moléculas tales como TNF-a, IL-1B, IL-6, NF-kBy

metabolitos del acido araquidénico”*.

Los mecanismos de transduccion del LPS involucran una rapida fosforilacion de
tirosinas de diversas proteinas y la activacion de diversas proteinas cinasas
activadas por mitdgeno (MAPK) *21°.

Por otra parte el &cido lipoteicoico presente en bacterias grampositivas actla
promoviendo la expresion de TNF-a, y la fosforilacion de p38, JNK y ERK.
También se ha observado que induce la produccién de IL-6 e IL-10, asi como la
activacion de NF-kB, induciendo la produccion de oxido nitrico (NO) y la activaciéon
de PI3K y Akt'®2,

Los receptores tipo Toll (TLRs) juegan un papel importante en los mecanismos de
defensa ya que son estos los responsables del reconocimiento de patégenos.
Hasta la fecha se conocen 11 miembros de esta familia. Todos ellos son
proteinas trasmembranales tipo | compuestas de un dominio N-terminal
extracelular con repeticiones ricas en leucina involucradas en el reconocimiento de
los diferentes ligandos, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico
muy parecido al dominio TIR (Receptor homologo de IL-1)?. Se sabe que los
macréfagos  usan estos receptores para reconocer a los PAMPs (patrones
moleculares de asociacién a patdogenos) que incluyen a componentes de pared
bacteriana, tales como lipopolisacarido o acido lipoteicoico ?>“* Estos receptores
se expresan en una variedad de tipos celulares, incluyendo células dendriticas,
macréfagos, células endoteliales, linfocitos, células epiteliales y fibroblastos®.
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El receptor celular que traduce la sefial del LPS, es receptor tipo Toll 4 (TLR4). La
unién de LPS a TLR4 requiere de proteinas como CD14, LBP y MD-2 en la regién
externa de la membrana mientras que en la region interna de la misma requiere al
factor de diferenciacién mieloide 88 (MyD88) y TIRAP?. La activacién de TRL4
activa mecanismos de via abajo que resultan en la activacion de IkB, NFkB, y de
las MAPK. A través de dicha activacion se produce también TNF-a y la activaciéon
de PI3K-AKT 2728,

Por otra parte el TLR 2 es considerado como el receptor esencial de
lipoproteinas, peptidoglicanos y acido lipoteicoico, este receptor forma
heterodimeros con TLR1 y TLR6. La activacion de TLR 2 induce la activacién de
NF-kB, PI3K y AKT?+27:30,

Las células reconocen y responden a los estimulos extracelulares por programas
intracelulares especificos de acoplamiento, tales activan cascadas de sefializacion
que activan a proteinas cinasas mitégeno activadas (MAPKs)*!. Todas las células
eucarioticas poseen multiples vias MAPK, por las cuales coordinadamente regulan
diversas actividades celulares tales como la expresion de genes, mitosis,
sobrevivencia, apoptosis y diferenciacién celular. Proteinas relacionadas a la via
de las MAPK son activadas rio abajo por receptores de membrana y regulan la
proliferacidn y diferenciacion celular. ERK generalmente se activa por factores de
crecimiento y esteres de forbol. La via de c-jun-NH2 terminal cinasas (JNKs) y la
MAPK p38 (p38 son generalmente activadas por citocinas proinflamatorias o por
estrés ambiental conduciéndose a la apoptosis por lo que han sido llamadas
proteinas activas por estrés (SAPKs). La via de la SAPK también contribuyen a
multiples procesos celulares tales como proliferacion, diferenciacion vy
sobrevivencia a en respuesta a estimulos extracelulares® 3433,

El mayor tipo celular en el tejido conectivo periodontal son los fibroblastos
gingivales, estos proveen un mecanismo de anclaje para el diente. Hasta hace
poco se creia que este tipo celular no tenia implicacion inmunoldgica. Sin embargo
recientemente investigaciones reconocieron su papel activo en la defensa del
huésped. Bajo la estimulacion con patdgenos bacterianos, sus productos y
citocinas, los fibroblastos gingivales secretan varios mediadores solubles de la
inflamacion tales como IFN, PGE2, IL-1, IL-6 y IL-8, ademas regulan la expresién
de HLA-DR e ICAM-1*'"?1 Se piensa que los mediadores derivados de estos
fibroblastos y los antigenos de superficie son los responsables de jugar un papel
importante en la respuesta inflamatoria periodontal. Recientemente, los
fibroblastos gingivales humanos han demostrado expresar TLRs 2, 4 y 9. Es
probable que el incremento de mediadores inflamatorios de HGFs en respuesta a
estimulos microbianos ocurra via activacion de TLRs**.
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5. PERIODONTO

El periodonto (peri = alrededor, odontos = diente) comprende los siguientes
tejidos (Fig. 1):

E) Encia

LP) Ligamento periodontal.

C) Cemento radiculares.

HA) Hueso alveolar.

Fig. 1. Tejidos que conforman al periodonto. E: encia, LP: ligamento periodontal, C: cemento radicular
y HA: hueso alveolar. El hueso alveolar se divide en HA: Hueso alveolar propiamente dicho y AA: apdfisis
alveolar. Tomado y modificado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica Jan Lindhe. (2005)

El periodonto también llamado “aparato de insercion” o “tejido de sostén del
diente, establece una unidad funcional, biolégica y evolutiva que adquiere su
forma y textura finales con la erupcion de los dientes, ademas de experimentar
modificaciones con la edad, y sufrir alteraciones morfologicas y funcionales debido
al ambiente bucal.?

5.1 Encia.

La encia (en lat. gingiva) es una fibromucosa formada por tejido conectivo denso
con una cubierta de epitelio escamoso queratinizado y es la parte de la mucosa
masticatoria que recubre la apofisis alveolar y rodea la porcion cervical de los
dientes.

Anatémicamente la encia esta dividida en:
1. La encia libre o marginal.

2. La encia adherida o insertada.

3. La encia interdentaria.
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1. Encia libre o marginal. Comprende el tejido gingival y las zonas vestibular y
lingual/ palatino de los dientes. En el lado vestibular y lingual de los dientes, la
encia libre se extiende desde el margen gingival libre en sentido apical hasta el
surco gingival libre que esta ubicado en un nivel que se corresponde con el nivel
de la union o limite cementoadamantino y por la parte interna llega hasta el epitelio
del surco y el epitelio de unioén (Fig. 2).

a b

Fig. 2. Anatomia macroscopica de la encia: la encia libre (FG), la encia adherida (AG), limite
cementoadamantino (CEJ),limite mocugingival (MGJ). Tomado y modificado de Periodontologia Clinica
e Implantologia Odontolégica Jan Lindhe. (2005). www.coeb.com/saludpublica/perio.htm

El epitelio que recubre la encia libre se diferencia en:
1. Epitelio bucal, el cual mira hacia la cavidad bucal.
2. Epitelio sulcular bucal, que mira hacia el diente sin ponerse en contacto con
él.
3. Epitelio de insercién, que permite el contacto entre encia y diente (Fig. 3).

Fig. 3. Encia libre o marginal. Esquema de un corte histolégico que describe la composicién de la
enciay el area de contacto entre la encia y el esmalte y sus estructuras.

Tomado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe (2005).

2. Encia adherida o insertada. En sentido coronario, esta sefialada por el surco
gingival libre o, cuando ese surco no esta presente, por un plano horizontal
ubicado en el nivel del limite cemento adamantino. La encia adherida se
extiende en direccion apical hacia la union mucogingival, donde se contintda
con la mucosa alveolar.
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3. Encia interdentaria (papila interdentaria). Estda determinada por las
relaciones de contacto entre los dientes la anchura de las superficies dentarias
proximales y el curso de la unidn cemento-adamantina. En las regiones
anteriores de la dentadura, la papila dental tiene forma piramidal, mientras que
en las regiones molares las papilas suelen estar mas aplastadas en sentido
vestibulo-lingual (Fig 4).**

Fig. 4. Encia Interdentaria. Las flechas indican la localizacion de la encia interdentaria.
Tomado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontologica. Jan Lindhe (2005).

Tejido conectivo.

El tejido predominante de la encia y el ligamento periodontal es el conectivo. Los
componentes principales del tejido conectivo son las fibras colagenas (alrededor
del 60% (del volumen de tejido conectivo), fibroblastos (alrededor del 5%) vasos,
nervios y matriz extracelular (alrededor del 35%). Los tejidos conjuntivos
desempeiian las funciones de sostén, relleno, almacenamiento, transporte,
defensa y reparacion.

Los diferentes tipos de células presentes en el tejido conectivo son 1) fibroblastos,
2) mastocitos, 3) macréfagos, 4) granulocitos neutrofilos, 5) linfocitos y 6)
plasmocitos.

1) El fibroblasto es la célula del tejido conectivo que mas predomina (65% de la
poblacién celular total). Es una célula fusiforme o estrellada con nudcleo de forma
ovalada. El citoplasma contiene un reticulo endoplasmatico granuloso bien
desarrollado con ribosomas. El aparato de Golgi suele tener un tamafo
considerable y las mitocondrias son grandes y numerosas. Ademas, el citoplasma
contiene muchos tonofilamentos delgados (Fig. 5).

El fibroblasto esta dedicado a la produccién de diversos tipos de fibras halladas en
el tejido conectivo, como fibras elasticas y coladgena, sintetiza también
glucoproteinas y glucosaminoglucanos de la sustancia intercelular amorfa.
Regulan ademas la degradacion de colagena, e interviene en la sintesis de la
matriz de este tejido.*

14



Fig. 5. Microscopia electrénica de un Fibroblasto. Tincion de citoesqueleto mediante marcaje
fluorescente.
Tomado de http://profeblog.es/blog/joseluis/tag/hibernacion-fibroblasto/

2) Los mastocitos, distribuidos a través del cuerpo, abundan en el tejido conectivo
de la mucosa bucal y la encia. Los mastocitos fueron descritos por primera vez por
Paul Ehrlich en 1877 y llamados células cebadas o granulares del tejido conectivo
por la gran cantidad de vesiculas (granulos). Se encuentran distribuidos
extensamente a través del cuerpo en tejido conectivo y en superficies mucosas.
Se derivan de células progenitoras de la médula y se dirige a la sangre y
posteriormente a los tejidos, donde experimentan la maduracion final. La
proliferacidn, la diferenciacion, la supervivencia y la activacion de los mastocitos
estan finamente reguladas. Los mastocitos se han estudiado mas extensamente
en el contexto de reacciones y de infecciones alérgicas, pero las evidencias
actuales muestran evidencia que el mastocito juega un papel importante en la
inmunidad innata y adquirida, reparacion de tejidos, fibrosis, tumores vy
enfermedades autoinmunes®

El mastocito produce sustancias vasoactivas, que pueden afectar a la funcion del
sistema microvascular y controlar el flujp de sangre a través del tejido. El
citoplasma se caracteriza por la presencia de una gran cantidad de vesiculas de
tamafios variables. Estas vesiculas contienen sustancias biolégicamente activas,
como enzimas proteoliticas como la triptasas, quimasas y carboxipeptidasas,
contienen también histamina la cual tiene accion vasodilatadora y, aumenta la
permeabilidad vascular y la heparina la cual es una sustancia con gran accion
anticoagulante35. En el mastocito el aparato de Golgi estd bien desarrollado,
mientras que son escasas las estructuras reticulares endoplasmaticas granulosas.
A lo largo de la periferia de la célula se pueden ver una gran cantidad de
peguefas prolongaciones citoplasmaticas, es decir, microvellosidades (Fig.6).
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Fig. 6. Mastocito. Microscopia electrénica de transmision donde se observa un mastocito (*) en el
espacio limitado por las prolongaciones de un macréfago (1) y numerosas fibrillas de colageno (#).
Barra:6pum.

Tomado de http://www.actaodontologica.com/ediciones/2007/2/microvasculatura_vih.asp

3) Los monocitos se produce en la médula pero, bajo la influencia de moléculas
guimoatrayentes, emigran a diferentes tejidos del cuerpo en donde se
diferencian en macrofagos y otras células del sistema inmune.

Los macréfagos desempefian los papeles dominantes en la regulacion del proceso
inmune. Son células implicadas en procesos de reconocimiento y fagocitosis, pero
su secrecion de mediadores antiinflamatorios o pro-inflamatorios, depende de su
propio estado de la activacion, por lo cual juegan un papel crucial en la regulacién
de la actividad del sistema inmune. Las caracteristicas fenotipicas de macréfago
dependen del tejido en el que se diferenciaron y permanecen.

El nucleo se caracteriza por la cantidad de invaginaciones de variados tamanos.
Una zona de condensaciones de cromatina densa aparece a lo largo de la
periferia del nucleo. El aparato de Golgi estd bien desarrollado hay muchas
vesiculas de tamafios variados presentes en el citoplasma. A menudo se
encuentran restos de material fagocitado en las vesiculas lisosémicas
denominadas fagosomas. (Fig. 7).
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Fig. 7. Macréfago. Del lado izquierdo se muestra un corte histolégico en el que un macréfago esta
fagocitando a una célula sanguinea. Nucleo(N), eritrocito(E), fibras reticulares(R), lisosoma(L) y
macrofago(M). Del lado derecho se observa un macréfago fagocitando a células de la sangre.
Tomado de http://www.visualhistology.com/Visual_Histology Atlas/VHA_Chpt3_Connective_Tissue.htm y
http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit_9_secretion/endocytosis.htm

4). Los granulocitos neutréfilos polimorfonucleares, tiene un aspecto caracteristico.
El ndcleo es lobulado y en el citoplasma se encuentran numerosos lisosomas, que
contienen enzimas lisosémicas. (Fig 8)

Estos globulos blancos son abundantes, en una proporcién que va desde el 55%
al 75% del total. Son considerados las células mas importantes de la respuesta
inmune del hospedero contra el ataque bacteriano. Los mecanismos de accion de
estas células consisten en diferentes pasos: reconocimiento, rodamiento,
adherencia primaria a la pared vascular, adherencia firme para la activacion del
endotelio en la region inflamada, transmigracion a través del endotelio,
guimiotaxis, contacto con la bacteria, la fagocitosis y finalmente liberacién de
enzimas hidroliticas y/o por la produccion de sustancias toxicas tales como
radicales libres. Cada uno de estos pasos es controlado por interacciones entre
las células y muchos componentes del sistema inmune o0 mediadores
inflamatorios. Estas interacciones generan las sefales especificas, importantes
para la regulacién de la célula. En infecciones periodontales, PMNs del tejido
gingival emigra hacia bacterias de la placa dental a lo largo de un gradiente
guimiotactico de los factores especificos producidos por las células del epitelio.
Tal gradiente es esencial para conducir PMNs con trafico molecular®”.

Entre varios mediadores inflamatorios, las quimocinas incluyendo IL-8, MIP-2, y
KC son los mas criticos para tal reclutamiento de los PMNs. Los PMNs se han
considerado como células efectoras que matan a bacterias o destruyen tejidos
afectados principalmente con la producciéon de la especie reactiva del oxigeno.
Estudios recientes, sin embargo, revelaran que los PMNs estan implicados en la
produccién de quimocinas en respuesta a una variedad de estimulantes
incluyendo los LPS, TNF-alfa, e IFN-gamma, de tal modo contribuyen a la
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modulacién de la respuesta inmune. Estas funciones también son reguladas por
los selectinas durante la infiltracién en varios sitios®.

=¥ ¥ y 3 -
Fig.8. Granulocitos neutréfilos polimorfonucleares. En esta imagen en el lado izquierdo se
muestra una micrografia de transmision electrénica donde se muestra los nicleos del PMN (N) y
multiples granulos(G). La imagen de la derecha muestra a un PMN fagocitando a una bacteria
shigella (Imagen del Dr. Volker Brinkmann, Instituto de infecciones biolégicas).

Tomado de http://missinglink.ucsf.edu/Im/IDS_101_histo_resource/blood_cells.htm
http://ww.chronicprostatitis.com/inflamm.html

5). Los linfocitos se desarrollan a partir de progenitores linfoides inmaduros y se
dividen en dos grandes grupos, linfocitos B y linfocitos T, segin que estos
progenitores linfoides maduren en la médula 6sea (B) o en el timo (T),
respectivamente. Los linfocitos B estan especializados en la produccion de
anticuerpos. Los linfocitos T son responsables de las respuestas inmunes
mediadas por células, asi como de funciones de cooperaciéon para que se
desarrollen todas las formas de respuestas inmunes, incluida la respuesta de
anticuerpos por los linfocitos B. Son las células responsables de las respuestas
inmunitarias. Aparte este sistema utiliza sistemas de vigilancia sofisticados para
mantener la integridad multicelular del hospedero. El desarrollo central de la
respuesta adaptativa es la activacion e los linfocitos T y B los cuales al contacto de
antigenos experimentan cambios significativos en los estadios de migraciéon y
distribucién en érganos linfoides secundarios, fendmeno que es controlado en
gran parte la sensibilidad a ciertas quimocinas™°.

Las subpoblaciones de linfocitos, de las que existen mas de 130, se pueden
diferenciar por lo que, genéricamente, se denominan antigenos de diferenciacion
de leucocitos humanos y se designan como CD (cluster of differentiation; el
término cluster hace referencia al grupo de anticuerpos monoclonales que los
detectan).
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Los linfocitos se caracterizan por presentar un nucleo esférico que contiene zonas
localizadas de cromatina densa electronicamente. El estrecho borde de citoplasma
que rodea al nucleo contiene numerosos ribosomas libres, unas pocas
mitocondrias Yy, en areas localizadas, un reticulo endoplasmatico con ribosomas
fijos. En el citoplasma también hay lisosomas. (Fig. 9)

Fig. 9. Linfocitos T. Del lado izquierdo se muestra un corte histoldgico donde se observa linfocito
T (Céluas T), y célula dendritica (DC).)Del lado derecho se observa una microscopia electronica
gue muestra un grupo de linfocitos en la periferia de un vaso endotelial.

Tomado de http://www.geocities.com/artnscience/Lymphocyte_Homing/index.html

6). Plasmocitos. Cuando los linfocitos B maduros, ayudados o no por los linfocitos
T se ponen contacto con antigenos. Estos se activan, proliferan, y diferencian a
los plasmocitos, células del centro germinal y células de memoria®. Los
plasmocitos forman anticuerpos o inmunoglobulinas contra el antigeno

Los plasmocitos contienen un ndcleo esférico ubicado excéntricamente c-cm
cromatina densa electronica desplegada radialmente. El reticulo endoplasmatico
con numerosos ribosomas aparece distribuido aleatoriamente en el citoplasma.
Ademas, el citoplasma contiene numerosas mitocondrias y un aparato de Golgi
bien desarrollado (Fig. 10).
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Fig. 10. Plasmocito. Micrografia por microscopia electronica de transmision de un plasmocito. Se
observa un ndcleo con material de heterocromatina y eucromatina, el citoplasma y las
prolongaciones.

Tomado de http://www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/francais/bindegewebe/kurspraep/EM/f-plasmazelle.php

Las fibras del tejido conectivo son producidas por los fibroblastos y se les puede
dividir en: a) fibras colagenas, b) fibras de reticulina, c) fibras oxitalanicas, y d)
fibras elasticas.

a) Las fibras colagenas predominan en el tejido conectivo y constituyen los
componentes mas esenciales del periodonto (Fig. 11). La unidad menor, la
molécula colagena, suele ser conocida como tropocolagena. Una molécula de
tropocolagena se compone de tres cadenas de polipéptidos entrelazadas para
formar una hélice. La sintesis del tropocolagena se realiza dentro del fibroblasto,
desde el cual la molécula seré secretada hacia el espacio extracelular. .

Tabla 2. Tipos de colagena y localizacion.

Colagena | ( mas abundante ) Abundante en huesos, piel, tendon, etc
Colagena Il ( menos abundante ) En cartilago

Colagena lll En fibras de reticulina

Colagena IV En laminas basales ( no fibrilar )
Colagena V Asoc. a células (no siempre fibrilar )
Colagena VI Fibras de anclaje

Las cadenas alfa pueden ser de dos tipos, alfa | o alfa Il, y segun su disposicion
varia el tipo de colageno.

Tabla 3. Tipo de colagena y estructura.

Tipo de coldgeno | Disposicion de cadenas alfa

Colageno | AL(1)2 A2 (1)

Colageno Il Al (I11)3
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Colagena Il| Al (111)3

Colagena IV Al (VI)3 6 AL (IV)2 A2 (IV) afibrilar
Colagena V Al (V)3

Colagena VI Al (VII)3

b) Las fibras de reticulina estan también formadas por tropocolagena, aun asi la
fibra reticular es mas delgada que la fibra colagena y posee mayor cantidad de
hidratos de carbono. Las fibras de reticulina son numerosas en el tejido adyacente
a la membrana basal. Sin embargo, también aparecen fibras de reticulina en
grandes cantidades en el tejido conectivo laxo que rodea a los vasos sanguineos.
De tal modo, las fibras de reticulina estan presentes en las interfases de los tejidos
epitelio-conectivo y endotelio-conectivo.

c) Las fibras oxitalanicas estan presentes en la encia y en el ligamento periodontal
y parecen estar compuestas por fibrillas finas y largas con un diametro "de
aproximadamente 150 A. Estan dispuestas en forma axial, insertandose por un
extremo en el hueso o cemento y terminando a menudo en la pared de un vaso
sanguineo. Estas fibras son mas abundantes en el apoce, donde forman una red y
en aquellas zonas del ligamento sometidas a mayores esfuerzos. Estas fibras
también llamadas pre-elasticas estan constituidas por microfibrillas y por material
amorfo. Se cree le dan soporte a los vasos sanguineos.

d) En el tejido conectivo de la encia y del ligamento periodontal sélo hay fibras
elésticas en asociacion con los vasos sanguineos. Sin embargo, son humerosas
en el tejido conectivo de la mucosa alveolar (tapizante). La encia en vision coronal
del limite mucogingival no contiene fibras elasticas™.

Fig. 11. Fibras de colagena. En purpura una cadena de tropocolagena, la unién de tres de ellas
forman colagena. En amarillo fibras de elastina.
Tomado de http://www.anatomytrains.com/explore/galleries/show/id/56?page=4

Aunque muchas de las fibras colagenas en la encia y el ligamento periodontal
estan distribuidas irregular o aleatoriamente, la mayoria tienden a estar dispuestas
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en grupos de haces con una clara orientacion. De acuerdo con su insercion y
curso dentro del tejido, los haces orientados en la encia pueden dividirse en los
siguientes grupos:

Fibras circulares (CF), que son haces de fibras que siguen un curso dentro
de la encia libre y rodean al diente como un manguito o anillo.

Fibras dentogingivales (DGF), que estan incluidas en el cemento de la
porcion supraalveolar de la raiz se proyectan desde el cemento con a
configuracion de abanico hacia el tejido gingival libre de las superficies
facial, lingual e interproximales.

Fibras dentoperiésticas (DPF), que estan incluidas en la misma porcion del
cemento que las fibras dentogingivales, pero siguen un curso apical sobre
la cresta 6sea vestibular y lingual y terminan en el tejido de la encia
adherida En el area limitrofe entre la encia libre y la adherida, el epitelio
carece a menudo del sostén subyacente de haces de fibras colagenas
orientadas. En esta zona es donde suele estar presente el surco gingival
libre (GG).

Fibras transeptales (TF), se extienden entre el cemento supra-alveolar de
dientes vecinos. Las fibras transeptales corren a través del tabique
interdentario y estan incluidas en el cemento de dientes adyacentes. Las
fibras transeptales también conectan el cemento supra-alveolar con la
cresta del hueso alveolar (Fig. 12)

Fi.g 12.Fibras de la encia. Esquema y de un corte histolégico en el que se muestran las fibras de
encia. Los significados de cada una de las abreviaturas se describen en el texto.
Tomado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.

Los cuatro grupos de haces de fibras colagenas refuerzan la papila interdentaria y
proveen la resistencia y el tono que son necesarios para mantener su forma
arquitectonica y la integridad de la adherencia dentogingival.

22



5.2. Ligamento periodontal.

El ligamento periodontal es el tejido conectivo blando, muy vascularizado y celular
que rodea los dientes y une el cemento radicular con la ldmina dura del hueso
alveolar propio. En sentido coronario, el ligamento periodontal se continda con la
lamina propia de la encia y esta separado de ésta por los haces de fibras
colagenas que conectan la cresta del hueso alveolar con la raiz (fibras de la cresta
alveolar)'*. (Fig. 13)

looth Bone
Periodontal ligament

Fig. 13. Ligamento periodontal. Esquema y fotografia en el que se observa la regiéon del ligamento
periodontal y estructuras que lo rodean. Se indica la zona del hueso (Bone) y del diente (Tooth) en el
ligamento periodontal.

Tomado de http://www.zimmerdental.com/rg_bmTissueRegen.aspx y http://www.tc.umn.edu/~seong001/research.html

Composicion del ligamento periodontal

El ligamento periodontal y el cemento radicular se desarrollan a partir del tejido
conectivo laxo (el foliculo) que rodea al germen dentario.

El ligamento periodontal esta compuesto por fibras principales divididas en 5
grupos, fibras oxitaldnicas y plexos de fibras indiferentes. Las células del
ligamento periodontal son: fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos,
osteoclastos, asi como también células epiteliales y células nerviosas. Se
observan también pequefios racimos de células epiteliales en el ligamento
periodontal. Estas células, llamadas "restos epiteliales de Mallassez", representan
restos de la vaina epitelial de Hertwig™>*°.

El ligamento periodontal se comunica por conductos vasculares (conductos de
Volkkmann) en el hueso alveolar propio con los espacios medulares del hueso
alveolar. El espacio del ligamento periodontal tiene la forma de un reloj de arena,
mas estrecho a nivel radicular medio. El ligamento periodontal se ubica entre el
hueso alveolar propio y el cemento radicular'.
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El diente esta unido al hueso por haces de fibras colagenas que pueden ser
divididas en los siguientes grupos principales:

1. Fibras de la cresta alveolar (ACF). Van del cemento que se encuentra justo
debajo del epitelio a la cresta alveolar. Sus funciones son prevenir la extrusion y
resistir los movimientos laterales.

2. Fibras horizontales (HF). Se insertan en el cemento y corren por todo el eje
longitudinal del diente hasta fijarse al hueso alveolar

3. Fibras oblicuas (OF). Es el grupo de mayor nimero. Se insertan en el cemento
y se dirigen en direccién coronal oblicua al hueso. Su funcién es resistir las fuerzas
verticales de la masticacion transformandolas en tensién que absorbera el hueso.

4. Fibras apicales (APF). Surgen del cemento de la zona del foramen apical y se
insertan en el hueso.

5. Fibras Interradiculares. Se despliegan en abanico desde el cemento a la zona
de la furca de dientes multirradiculares (Fig. 14)

Fig. 14. Fibras del ligamento periodontal. Los significados de cada una de las abreviaturas se
describen en el texto.
Tomado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.(2005)

Funciones del ligamento periodontal.

1. Sirve para proteger los conductos sanguineos y nervios de posibles dafios por
las fuerzas mecanicas.

2. Transmiten las fuerzas oclusales hacia el hueso.

3. Adhieren el diente al hueso.

4. Mantienen los tejidos gingivales en relacion con los dientes.

5. Resisten el impacto de las fuerzas oclusales.

Las funciones del ligamento periodontal se dividen en: fisicas, formativas y
remodelamiento, nutricionales y sensoriales.
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Funciones formativas y de remodelacién: las células del ligamento periodontal
participan en la formacion y resorcion del cemento y hueso en situaciones de
movimiento fisiolégico de los dientes y participan también en la adaptacion del
periodonto a fuerzas oclusales™?.

El ligamento periodontal se encuentra bajo constante remodelacion. Los
fibroblastos forman fibras de colageno, y las células mesenquimales residuales se
desarrollan en osteoblastos y cementoblastos.

Funciones sensoriales y de nutricion: el ligamento periodontal le confiere drenaje
linfatico y riego de nutrientes al cemento, hueso y la encia. El ligamento
periodontal se encuentra inervado con fibras sensoriales capaces de trasmitir
tacto, presion y dolor mediante las ramificaciones del trigémino?.

5.3 Cemento radicular

El cemento del diente es un hueso es un tejido mineralizado especializado
secretado por cementoblastos en la superficie de la dentina radicular y en las
coronas de algunos a animales. La formacién del cemento comienza cuando las
células epiteliales de la vaina epitelial de Hertwig y las células mesenquimales del
foliculo dental préximas a la formacién de la raiz radicular*. (Fig 15)

Fig. 15. Cemento. En un corte histolégico de un diente se puede observar el cemento que cubre a
la dentina. Se muestra la membrana periodontal, cemento y dentina.
Tomado de http://www.bio.usyd.edu.au/staff/wardle/students/anja/anja.htm

Composicion del cemento.

El cemento tiene muchos rasgos en comun con el tejido 6seo. Como otros tejidos
mineralizados, consta de fibras colagenas incluidas en una matriz organica. Su
contenido mineral, principalmente hidroxiapatita, es de alrededor del 65% en peso,
poco mas que el hueso (60%).

El cemento esté formado por células y por una matriz extracelular calcificada.

Las células principales del cemento son los cementocitos y los cementoblastos.
Los cementoblastos se encargan de sintetizar tropocolagena que formara las
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fibras colagenas extrinsecas y los proteoglicanos o glucosaminoglucanos que
formaran la matriz extracelular®.

Los cementocitos (células negras) residen en lagunas del cemento celular. Se
comunican entre si por una red de prolongaciones citoplasmaticas que corren por
los canaliculos del cemento. Los cementocitos, asimismo, mediante
prolongaciones citoplasmaticas, se comunican con los cementoblastos de la
superficie. La presencia de los cementocitos permite el transporte de nutrientes a
través del cemento y contribuye al mantenimiento de la vitalidad de este tejido
mineralizado.

La matriz de cemento y hueso son compuestos biolégicos consistentes en agua
(32%), minerales (46-50%), y material organico (22%) como proteinas colagenas y
no colagenas, factores de crecimiento y citocinas. Los componentes minerales
consisten principalmente en cristales de hidroxiapatita, carbonato de calcio, sodio,
potasio hierro, fluoruro, etc.

La matriz esta compuesta principalmente por colagena tipo | la cual tiene una
funcion estructural, morfogénico y de andamio para la formacion de cristales en la
mineralizaciéon, constituye el 90% del total de colagena que esta incluida en esta
matriz, mientras que la colagena tipo Ill con capas de fibras de colagena tipo |
constituyen el 5% de la matriz. EI cemento contiene dos importantes proteinas no
colagenas, sialoproteina 6sea y osteopontina. Estas proteinas las cuales son
expresadas en fibras extrinsecas de cemento acelular y cemento acelular afibrilar,
permanecen unidas a la matriz colagena y ellas poseen propiedades de unién
celular a través de una secuencia de arginina-glicina-asparagina. Otras proteinas
son fibronectina, osteonectina, osteocalcina y laminina, ademas de varios
polipéptidos que son factores de crecimiento con la habilidad de promover la
proliferacién y diferenciacién de cementoblastos™®.

Funciones del cemento.

El cemento en seres humanos consiste en varios tipos que se diferencian a partir
uno otro con respecto a la localizacién, a la estructura, a la funcién, al indice de
formacion, a la composicién bioquimica proporcional, y al grado de mineralizacion.
Una de las funciones mas importantes del cemento es invertir y anclar fibras
periodontales principales del ligamento, que atraviesan como a red entre la raiz y
el hueso alveolar, a la raiz. Otras funciones del cemento incluyen la participacion
en mantenimiento de la relacién oclusal (adaptacion), reparacién de los defectos
de raiz después de la resorcién o de la fractura, y proteccion de la pulpa*.

También controla el ancho del espacio periodontal, permitiendo la orientacién de
las fibras periodontales y conserva la insercion de dichas fibras durante el
movimiento dentario y compensa el desgaste del diente por atricion*?.

Se reconocen dos tipos distintos de cemento:
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1. Cemento primario o cemento acelular, que se forma conjuntamente con la raiz y
la erupcion dentaria.

Este cemento primario acelular no contiene células y se forma simultaneamente a
la dentina radicular y en presencia de la vaina epitelial de Hertwig. En cierto
momento de la formacién dentaria, la vaina epitelial de Hertwig, que tapiza, la
predentina recién formada, se quiebra y sus células epiteliales migran al tejido
conectivo laxo lateral al germen dentario. Los fibroblastos del tejido conectivo laxo
ocupan el area vecina a la predentina y producen una capa de fibrillas colagenas
orientadas aleatoriamente que hacen contacto, sin penetracion, con la dentina
recién formada. Los fibroblastos se diferencian como cementoblastos vy
permanecen en la superficie del cementoide, que es el precursor del cemento.

Fig. 16. Cemento acelular. Imagen histolégica del cemento dentario, donde se puede apreciar el
cemento celular, el cemento acelular y las lagunas en las que quedan atrapados los
cementoblastos.

Tomadode http://www.carlosboveda.com/Odontologosfolder/odontoinvitadoold/odontoinvitado_22.htm

Las partes de las fibras principales que se insertan en el cemento radicular y
hueso alveolar se denominan fibras de Sharpey. Una parte importante del
cemento acelular estd constituida por haces de fibras de Sharpey que se
mineralizan y éstas suelen partir de cerca del limite cemento adamantino. (Fig. 16)
En el cemento acelular tienen un didmetro menor y estan apretadas mas
densamente que las del hueso alveolar. Durante la formacién continua de cemento
acelular, en porciones de las fibras del ligamento periodontal (fibras principales)
adyacentes a la raiz van quedando incluidos cristales minerales, es decir, se
mineralizan. De tal modo, las fibras de Sharpey en el cemento deben ser
consideradas como una continuacién directa de las fibras coldgenas (fibras
principales) del ligamento periodontal y del tejido conectivo supraalveolar. Las
fibras de Sharpey forman el llamado sistema fibroso extrinseco del cemento y son
producidas por los fibroblastos del ligamento periodontal. El sistema fibroso
intrinseco es producido por los cementoblastos y esta integrado por fibras
orientadas mas o menos paralelamente al eje longitudinal de la raiz.(Fig. 17)
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Fig. 17. Fibras de Sharpey. Corte histolégico en el que se observan SF: Fibras de Sharpey y OC:
osteocitos.
Tomado de httpwww.fosjc.unesp.br/periodontia/F-Ligamento3.htm

Generalmente, el cemento acelular esta mas mineralizado que el cemento celular.
El cemento acelular a menudo contiene lineas de alimento que reflejan los
periodos alternantes de formacién de cemento y de inactividad.

2. Cemento secundario o cemento celular, que se forma después de la erupcion
dentaria y en respuesta a las exigencias funcionales. Sin embargo, sobre la
superficie radicular pueden alternar areas de cemento acelular y celular.

El cemento secundario o cemento celular que, a diferencia del cemento primario,
contiene células, se deposita sobre el primario a lo largo del periodo funcional del
diente. Ambos cementos son producidos por cementoblastos que cubren la
superficie radicular. Algunas de estas células se incorporan al cementoide, que
posteriormente se mineraliza para formar el cemento. Estas células que quedan
incorporadas al cemento son denominadas cementocitos. El cemento celular se
presenta solo en la parte intralveolar de la raiz. Algunas veces, solamente se
mineraliza la periferia de las fibras de Sharpey del cemento celular y queda sin
mineralizar el corazén de la fibra por lo que en el cemento celular, las fibras de
Sharpey muestran un nucleo central no mineralizado™?. (Fig 18)

Fig. 18. Cemento celular. Cementocitos en sus lagunas que se comunican entre si indicados con
las flechas.
Tomado de www.carlosboveda.com/englishsite/dentalguest.htm
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En contraste con el hueso, el cemento no contiene nervios ni vasos sanguineos o
linfaticos. ElI cemento no tiene periodos alternantes de reabsorcion y aposicion,
pero aumenta su espesor durante toda la vida mediante el depdsito de sucesivas
capas nuevas. Durante este proceso de aposicién gradual, la porcion precisa de
las fibras principales, que se ubica adyacente a la superficie radicular, se va
mineralizando. La mineralizacién se produce por el depoésito de cristales de
hidroxiapatita, primero dentro de las fibras colagenas, después sobre la superficie
fibrosa y, finalmente, en la matriz interfibrilar=.

Existe una clasificacion del cemento basada en su composicién y su disposicion?.
Clasificacion de Schoroede:

Cemento afibrilar acelular (AAC): no contiene células extrinsecas ni intrinsecas de
colageno. Es producto de los cementoblastos y se encuentra en la parte mas
coronal con un espesor de 1 a 15 pum.

Cemento acelular de fibras extrinsecas (AEFC): se compone casi por completo de
paguetes que se componen de fibras de Sharpey y carece de células. Es producto
de los fibroblastos y cementoblastos y se encuentra en el tercio cervical de las
raices extendiéndose hasta apical. Su grosor es de 30 a 230 um.

Cemento estratificado celular mezclado (CMSC): estd compuesto por fibras
extrinsecas (Sharpey) y fibras intrinsecas, puede contener células. Es un producto
de fibroblastos y cementoblastos y aparece principalmente en el tercio apical de
las raices, apices y furca. Su espesor es de 100 a 1000 pm.

Cemento celular de fibras intrinsecas (CIFC): contiene células pero no fibras
extrinsecas de colagena. Es formado por los cementoblastos y rellenan las
lagunas producidas por la resorcién.

El cemento intermedio estd cerca de la uniébn cementodentinaria. Contiene
remanentes celulares de la vaina de Hertwig embebidas en una sustancia
calcificada.carranza periodontologia clinica.

5.4 Hueso alveolar.

La parte de los maxilares que alberga y protege a los dientes es conocida como
hueso alveolar. Un limite arbitrario a nivel de los vértices de las raices de los
dientes, separa las apdfisis de los alveolares del cuerpo de los maxilares. El hueso
alveolar depende, para su existencia y desarrollo, de la presencia de los dientes.
Cuando existe una ausencia congénita de éstos el desarrollo del hueso alveolar es
escaso”®. (Fig 19)
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Fig. 19. Hueso alveolar. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido que muestra
la superficie del hueso alveolar en donde destacan los vasos que nutren al hueso.
Tomado de http://www.forp.usp.br/bdj/bdj12(3)/trab4123/t04123.html

La apdfisis alveolar, o proceso alveolar, puede ser definida como aquella parte de
los maxilares, superior e inferior, que forma y sostiene los alveolos de los dientes.
Las paredes de los alveolos estan tapizadas por hueso compacto y el area entre
los alveolos, incluida la pared 6ésea compacta esta ocupada por hueso esponjoso.
Este ocupa la mayor parte de los tabiques interdentarios, pero sélo una porcion
relativamente pequefia de las laminas vestibular y palatina.

El hueso esponjoso contiene trabéculas 6seas, cuya arquitectura y tamafio estan
en parte determinados genéticamente y en parte son el resultado de las fuerzas a
las cuales estan expuestos los dientes durante la funcion.

El hueso que recubre las paredes de los alvéolos se continua con frecuencia con
el hueso compacto o cortical de lingual y vestibular de la ap&fisis alveolar.

La capa de hueso en la cual se insertan las fibras de Sharpey se denomina "hueso
fasciculado" (hueso alveolar propio) y constituye la superficie interna de la pared
Osea del alveolo. Asi, desde un punto -de vista funcional y estructural, este "hueso
fasciculado" tiene muchos rasgos en comun con la capa de cemento de las
superficies radiculares.

Composicion del hueso alveolar.

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado. Alrededor del 60% de su peso
fresco es materia inorganica, un 25 % corresponde a material organico y un 15 %
a agua. En relacion al volumen esas proporciones son del 36%, 36% y 28%
respectivamente. La parte mineral corresponde principalmente a hidroxiapatita que
se encuentra en forma de cristales o de finas laminas de 8 nm de grosor y de
longitud variable. Alrededor del 90% corresponde a colagena tipo | sin embargo
existen pequefias cantidades de otras proteinas como osteocalcina, osteonectina,
osteopontina y proteoglucanos®.
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Las unidades estructurales basicas del hueso cortical son los osteonas (0 sistema
haversiano), estructuras cilindricas longitudinalmente orientadas construidas
alrededor de los conductos vasculares (haversianos), Las osteonas son de dos
tipos primarios, formadas durante el desarrollo y secundarios, formados después
del remodelado del hueso, estos ultimos revelan una clara pauta de laminillas.

Las trabéculas del hueso esponjoso también estan constituidas por unidades
Oseas estructurales, paquetes, pegados entre si por lineas de cemento, lo cual
refleja periodos mas tempranos del crecimiento o recambio éseo.

Todas las areas de formacion ésea activa en la superficie externa del hueso estan
tapizadas por el endostio, que tiene muchos rasgos en comun con el periostio de
la superficie externa del hueso.

Los osteoblastos formadores de hueso o0 en reposo, incluidos los odontoclastos,
gue son células multinucleares que participan en la reabsorcién Osea, estan
presentes en las siguientes areas:

1. En la superficie de las trabéculas 6seas del hueso esponjoso.

2. En la superficie externa del hueso cortical que conforma los maxilares.

3. En las paredes alveolares del lado del ligamento periodontal.

4. En la porcion interna del hueso cortical del lado de los espacios medulares.

Durante el proceso de maduracion y mineralizacién del osteoide, parte de los
osteoblastos quedan atrapados en el osteoide, estas células presentes en el
osteoide y, después, en el tejido 6seo mineralizado, se denominan osteocitos.

Los osteocitos del hueso mineralizado -se comunican, por medio de canaliculos o
conductillos, con los osteoblastos en la superficie del hueso. Por otra parte los
osteocitos en lagunas 6seas, se comunican entre si y con los osteoblastos supra
adyacentes mediante las prolongaciones citoplasmaticas que corren por los
canaliculos. El sistema resultante canalicular-lacunar esencial para el
metabolismo celular al permitir la difusién de los nutrientes y de los productos de
desecho. Es muy grande la superficie entre los osteocitos con sus prolongaciones
citoplasmaticas por un lado y la matriz mineralizada por el otro. Esta enorme
superficie de intercambio actia como reguladora, para los niveles de calcio y de
fosfato sérico por medio de los mecanismos de control hormonal.

La nutricion del hueso esta asegurada por la incorporacién de vasos sanguineos al
tejido 6seo. Estos, rodeados por laminillas 6seas, constituyen el centro de un
ostedn. El conducto central recibe el nombre de conducto de Havers. Los vasos
sanguineos de los conductos haversianos estan conectados entre si por
anastomosis que corren por los conductos de Volkmann®.

Funcién del hueso alveolar.

La apdfisis alveolar se desarrolla conjuntamente con el desarrollo y erupcién de
los dientes y se reabsorbe gradualmente cuando los dientes se pierden. Dicho
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proceso 0seo estd formado en parte por células del foliculo dentario (hueso
alveolar propio) y por células que son independientes del desarrollo dentario.
Junto con el cemento radicular y con el ligamento periodontal, el hueso alveolar
constituye el aparato de insercion de los dientes, cuya funcion principal es
distribuir y reabsorber las fuerzas generadas, por ejemplo, por la masticacion y por
otros contactos dentarios.

El hueso alveolar estd en continua renovacién en respuesta a las demandas
funcionales. Los dientes erupcionan y migran en direccion mesial, durante toda la
vida, para compensar la atricion. Ese movimiento de los dientes implica un
remodelado del hueso alveolar. Durante el proceso de remodelado, las trabéculas
Oseas estan siendo continuamente reabsorbidas y reformadas y la masa 6sea
cortical se disuelve y es remplazada por hueso nuevo. Durante la degradacién del
hueso cortical, se forman conductos de reabsorcion para los vasos sanguineos
proliferantes. Esos conductos, que en su centro contienen un vaso sanguineo, se
llenan posteriormente con hueso nuevo por la formacion de laminillas dispuestas
en capas concéntricas en torno del vaso®.

La reabsorcién del hueso esta vinculada siempre a los osteoclastos. Estas son
células gigantes especializadas en la degradacion de la matriz mineralizada
(hueso, dentina, cemento). La ostedlisis es un proceso, celular activo ejercido por
los osteoclastos o0s osteoclastos activos en la reabsorcidon se adhieren a la
superficie del hueso y crean concavidades lagunares denominadas lagunas de
Howship.

El osteoclasto reabsorbe por igual las sustancias organicas e inorganicas. La
reabsorcion se produce por liberacion de sustancias acidas (acido lactico, etc.),
que forman un medio &cido en el cual las sales minerales del tejido dseo
comienzan a disolverse. Las sustancias organicas restantes seran eliminadas por
enzimas y fagocitosis osteoclastica®.

Tanto el hueso cortical como el esponjoso experimentan continuamente un
remodelado (es decir, reabsorcion seguida de neoformacion), en respuesta al
desplazamiento de los dientes y a los cambios en las fuerzas funcionales que
actGan sobre los dientes”.

6. ENFERMEDAD PERIODONTAL

Las enfermedades periodontales son los desérdenes complejos que se han
asociado a factores de riesgo mdltiples. Los desordenes son activados por la
acumulacién de la placa dentobacteriana, y los signos clinicos son causa del
resultados de la respuesta inflamatoria e inmune.

La destruccion del tejido que define a la periodontitis se ha ligado a la produccion
excesiva de moléculas proinflamatorias incluyendo metaloproteinasas de la matriz,
interleukin-1 beta y la prostaglandina E2*°. Los factores de riesgo importantes para
el periodontitis se pueden agrupar en cuatro categorias: microbiano, sistémico, del
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comportamiento y local. Estos factores de riesgo se pueden considerar
modificables o no modificable. Controlar los factores de riesgo es importante en el
desarrollo de enfermedades cronicas y es una estrategia valida para controlar
enfermedades periodontales®.

6.1 Etiologia.

En lo ultimos afos las opiniones sobre la etiologia de la periodontitis han variado
mucho. Antafio las bacterias eran consideradas como el Unico factor determinante.
Ciertos microorganismos patdgenos fueron relacionados con diversas formas de
enfermedades periodontales, asi como con la velocidad de su evolucion. Sin
embargo, la existencia y distribucion de bacterias patégenas no siempre se
correlacionaba con la aparicién y la progresion de la periodontitis. De este modo
se pudo demostrar también que las bacterias patégenas en una bolsa no han de
ser necesariamente la causa de ésta, sino que el medio de la bolsa ofrece
condiciones favorables para el desarrollo y la vida de gérmenes patégenos que,
eso si, pueden estar implicados -en el sentido de un circulo vicioso- en la
progresion de la enfermedad™.

Asi pues, continta vigente el principio: «sin bacterias no hay periodontitis», pero
por otra parte también es cierto que las bacterias, incluso las periodonto-
patégenas, no tienen por qué causar necesariamente una periodontitis.

Ademas de microorganismos especificos, diversos factores del son determinantes
para la evolucion de una periodontitis a partir de una gingivitis previa. Entre estos
factores se encuentran las respuestas inmunitarias desencadenadas por
patégenos y cuyos rasgos fundamentales son bien conocidos. Estas reacciones
defensivas pueden ser desproporcionadas (excesivas o deficientes).

No obstante, actualmente se mencionan, ademas de a reaccion inmunitaria
determinada genéticamente, gran cantidad de otro factores (de riesgo) individuales
responsables de la aparicion la intensidad de gravedad, y la velocidad de
evolucién de una periodontitis.

De entre los factores de riesgo, son pocos los que dafan directamente el
periodonto, como el tabaquismo, ya que mas bien influyen negativamente en el
sistema inmunitario. Se altera asi sensiblemente el equilibrio de «ataque/
desencadenamiento del proceso patoldgico» (bacterias) y defensa (respuesta del
huésped). Légicamente, las formas de periodontitis mas graves, precoces y
agresivas aparecen cuando bacterias fuertemente patégenas se encuentran con
una respuesta débil (deficiente) del huésped*.

La enfermedad periodontales iniciada por la acumulacion de la placa
dentobacteriana cercana al margen gingival y la cual se extiende dentro de la
region subgingival. La placa dental es un biofilm que produce una respuesta
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inflamatoria en el tejido, que conduce al incremento de la salida de fluidos de
pequefios vasos (capilares) y la movilizacion de celular inflamatorias agudas
(neutrodfilos) de la vasculatura en los tejidos y por ultimo en el surco gingival. En
etapas tempranas, el epitelio sulcular inicia con una envaginacion y esto evidencia
los cambios celulares y morfologicos en el tejido conectivo. Cierta cantidad de
colagena se pierde en el tejido conectivo y células del sistema inmune (linfocitos) y
neutrofilos empiezan a acumularse en el area debajo de epitelio sulcular. En esta
etapa, la lesion todavia se define como gingivitis y tiene muestras clasicas de la
inflamacion, incluyendo el color rojo, edema y el dolor cuando se sondea el tejido.
Puesto que no hay cambios en la posicién del epitelio de unidén o en el hueso
subyacente, la periodontitis no esta presente. Los mecanismos que son
responsables del cambio de gingivitis a periodontitis es caracterizada por un
draméatico incremento en el numero de neutrdéfilos y células inflamatorias crénicas
(macrofagos). Estas células se reclutan en los tejidos como resultado de la unién
de bacterias y sefalizacion derivada del hospedero (factores quimiotacticos) que
promueven la movilizacion celular y aumento de la expresion de las moléculas de
la adhesién en la células endoteliales. Mientras se incrementen la producciéon de
las moléculas proinflamatorias (citocinas) se puede detectar localmente en el fluido
crevicular*®.

La transicion de la inflamacion gingival a la enfermedad periodontal destructiva
parece ser accionada por la desregulacion de la respuesta del huésped, que
conduce a una respuesta inflamatoria exagerada. Los macréfagos y otras células
constitutivas del periodonto (por ejemplo, fibroblastos) producen enzimas que
degradan el tejido conectivo (metalloproteinasas de la matriz). La destruccién del
hueso en enfermedad periodontal es mediada sobre todo por el citocina
interleukin-1 beta y la prostaglandina E2 metabolitos del &cido araquidonico. Es
importante acentuar que la activacion de neutrofilos, macréfagos y de células del
componente es debido a los efectos de la microflora compleja que abarcan el
biofilm subgingival. Ademas de inducir una inmunorespuesta y el reclutamiento de
células inflamatorias en los tejidos, los componentes microbianos tales como
lipopolisacéarido (de microorganismos gramnegativos) y el acido teicoico y el acido
lipoteicoico (ambos de microorganismos grampositivos) pueden estimular la
perdida de la continuidad del tejido que da lugar a la pérdida de tejidos suaves y
duros que soportan la denticién®.

6.2 Biofilm

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que trabajan
juntas y que se desarrollan en una superficie inerte o bien en un tejido vivo. Estas
comunidades representan un alto orden de estructura y funcién que se encuentra
cuando las bacterias se crecen tradicionalmente en cultivos. Las comunidades de
biofilm son responsables de mucha de la actividad biol6gica atribuida a las
bacterias en la amplia gama de los hospederos ocupados por estos
microorganismos bioquimicos complejos®’. (Fig. 20)
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Se adhieren por medio de matrices extracelulares generalmente constituidas por
exopolisacéaridos. No es dificil encontrar biofiims en la naturaleza estos pueden
estar formados por diversos microorganismos (de igual o diferente género) y
representan formas de organizacion supracelulares que les confieren propiedades
especiales para su supervivencia, sobre todo cuando las condiciones del medio
son hostiles,

Fig. 20. Ciclo del biofilm. 1. Células individuales se adhieren a una superficie; 2. Sustancia
poliméricas extracelulares son producidas y la unién es irreversible; 3 y 4. La arquitectura del
biofilm se desarrolla y madura; 5. Células se desprenden del biofilm. En la parte superior se
muestra el esquema del proceso de formacion del biofilm y en la parte inferior evolucion del biofilm
visto por fotomicrografia.Tomado de http://www.sterilex.com/biofilm/the_science.asp

Son varios los tipos de infecciones causadas por biofilms. Podemos destacar las
siguientes: endocarditis bacteriana, otitis media, prostatitis crénica, fibrosis
quistica, y en el &mbito de la cavidad oral, la caries y la periodontitis**>3. El
tratamiento de este tipo de infecciones requiere abordaje por medios fisicos,
antimicrobianos y ecolégicos. También se han descrito infecciones en diversos
tipos de prétesis: en protesis totalmente implantadas, como las prétesis valvulares;
prétesis parcialmente implantadas, como catéteres endovenosos; y en prétesis no
implantadas, como los catéteres urinarios, lentes de contacto y dispositivos
intrauterinos. La invasion de estas protesis por los biofilms obliga a largos
tratamientos de combinaciones de antibidticos o incluso a la eliminacién de las
mismas**°3,

6.3 Colonizacién de la placa dentobacteriana (biofilm bucal).

Formacién de la pelicula dental. La producciéon de la pelicula dental en la
superficie de un diente es la etapa inicial del desarrollo de la placa. Todas las
areas de la boca, entre ellas todas las superficies histicas asi como las dentales y
las de restauraciones fijas y removibles, estan cubiertas con una pelicula de
glicoproteina. Esta proviene de elementos salivales y del liquido del surco, asi
como de los desechos y productos bacterianos y de las células de los tejidos del
huésped.
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Las peliculas operan como barreras de proteccion, proporcionando lubricacion a
las superficies e impidiendo la desecacion del tejido. Sin embargo, también
aportan un sustrato al cual se fijan las bacterias en el ambiente. Dado que las
células del tejido epitelial se desprenden de manera continua, la poblacion
bacteriana de las superficies histicas sufre desorganizacion continua. En
comparacion, la pelicula presente en las superficies duras que no se desprenden
aporta un sustrato donde se acumulan progresivamente las bacterias para formar
la placa dental™®.

Placa supragingival. Se detecta a simple vista cuando alcanza cierto grosor, es
amarilla o blanquecina y tiene mayor grosor a lo largo del tercio gingival del diente
y areas interproximales.

Su formacion inicia con la aposicion al esmalte de la pelicula adquirida, la cual es
una cubierta heterogénea que se establece por la adsorcion selectiva de proteinas
y glucoproteinas salivales a la hidroxiapatita. A los pocos minutos de haberse
establecido la pelicula adquirida inicia la colonizacién bacteriana. Las bacterias
iniciales que colonizan la superficie dentaria cubierta con la pelicula son de modo
predominante microorganismos Gram-positivos como Actinomyces Vviscosus Yy
Streptococcus sanguis. Estos precursores se adhieren a la pelicula mediante
moléculas especificas, denominadas adhesinas, presentes en la superficie
bacteriana que interactian con receptores en la pelicula dental. Por ejemplo, las
células de A. viscosus poseen estructuras proteinicas fibrosas llamadas fimbrias
gue se extienden a partir de la superficie de la célula bacteriana. Adhesinas
proteinicas en las fimbrias se fijan de manera especifica a proteinas ricas en
prolina que se encuentran en la pelicula dental. Esto causa la fijacion de la célula
bacteriana a la superficie dental cubierta por la pelicula®. (Fig 21)

Fig. 21. Formacion de la placa dentobacteriana. Etapas en la formacion de biopelicula
sobre una superficie limpia, dura y no descamante. Fase 1: Adsorcion molecular para
favorecer la formacion de la biopelicula. Fase 2 Adhesién bacteriana, Fase 3: Desarrollo de
la matriz extracelular y multiplicacion bacteriana. Fase 4: Adsorcion secuencial de mas
bacterias para formar biopelicula mas compleja y madura.

Tomado de Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe (2005).
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En esta sucesion ecolégica de la biopelicula hay transicibn de un ambiente
aerobio precoz caracterizado por especies Gram-positivas facultativas a otro
notablemente escaso en oxigeno donde predominan gérmenes anaerobios Gram-
negativos.

Colonizacion secundaria y maduraciéon de la placa. Los precursores secundarios
son los microorganismos que no colonizaran en un principio superficies dentales
limpias, entre ellos Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, especies
Capnocytoophaga, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis. Dichos
gérmenes se adhieren a las células de bacterias ya presentes en la masa de la
placa. Extensos estudios de laboratorio documentan la capacidad de diferentes
especies y géneros de microorganismos de la placa para adherirse entre si, en el
proceso conocido como coagregacion. Este fenédmeno sucede de forma primaria
mediante la interaccién estereoquimica muy especifica de moléculas de proteinas
y carbohidratos localizados en las superficies de la célula bacteriana, ademas de
interacciones menos especificas resultantes de fuerzas hidréfobas, electrostaticas
y de Van der Waals®.

De manera tipica, la placa supragingival muestra una organizacion estratificada de
los morfotipos bacterianos. Los cocos Gram-positivos y los bacilos cortos
predominan en la superficie dental, en tanto que los filamentos y los bacilos Gram-
negativos, asi como las espiroquetas, o hacen en la superficie externa de la masa
de la placa madura. Interacciones muy especificas de una célula con otra también
son evidentes a partir de las estructuras tipo "mazorca" observadas a menudo. Las
formaciones tipo "mazorca" aparecen entre células bacterianas con forma de
bastoncillo (p.ej., Bacterionema matruchotii 0 F. nucleatum) que constituyen el
centro interno de la estructura, y células céccicas (p.ej., estreptococos y P
gingivalis) que se fijan a lo largo de la superficie de las células con forma de
bastoncillo™*°.(Fig. 22)

Fig. 22. Placa supragingival. Esquema y microfotografia que muestran la localizacion y
estructura de la placa supragingival de una semana. La flecha en negro indica el surco gingival
donde se forma la placa supragingival.

Tomado de Periodoncia. Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak.(2005)
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Placa Subgingival. Los parametros ambientales de la region subgingival difieren
de aquéllos de la zona supragingival. La circulacion de liquido del surco bafa al
surco gingival o la bolsa. Dicha secrecibn muchas sustancias que las bacterias
pueden usar como nutrientes. Es factible que células inflamatorias y mediadores
del huésped tengan una influencia considerable sobre el establecimiento y
crecimiento de las bacterias en tal region. Estudios morfoldgicos y microbioldgicos
de la placa subgingival revelan distinciones entre las zonas de la placa subgingival
vinculadas con el diente y los tejidos™>.

La placa subgingival es delgada, contenida dentro del surco gingival o bolsa
periodontal por lo que resulta dificil su estudio in situ. (Fig. 23). En las porciones
mas proximas al esmalte va a estar influenciada directamente por la placa
supragingival, por lo que su composicién es muy similar a ésta, con cocos Gram-
positivos anaerobios facultativos. La placa no adherida al diente puede estar
adherida al epitelio o estar flotante. Las bacterias de la placa flotante comprenden:
bacilos Gram-negativos anaerobios facultativos como: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, especies de Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Leptotrichia buccalis y Selemonas. La placa adherida al epitelio esta provista por
bacterias que tienen la capacidad de adhesion por medio de fimbrias, como A.
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogénica,
Capnocytophaga, Selemonas y Fusobactierum * >’

Fig. 23.Placa subgingival. Microfotografia que muestra la flora subgingival de la bolsa periodontal
y esquema que indica su localizacion. La flecha indica la zona de localizacion de la placa
subgingival en el surco gingival.

Tomado de Periodoncia. Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak.(2005).

Una transicion fisiolégica en la placa en desarrollo semeja a la transicion de
gérmenes grampositivos a gramnegativos que se registra en la estructura de la
placa dental. Los precursores primarios (p.ej., estreptococos y actinomyces)
utilizan oxigeno y abaten el potencial reduccion-oxidacion del ambiente, que
favorece entonces el crecimiento de las especies anaerobias. Las especies
grampositivas utilizan azucares como fuente de energia y saliva como fuente de
carbono. Las bacterias predominantes en la placa madura son anaerobias,
asacaroliticas y usan aminoacidos y péptidos pequefios como fuentes de energia.
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El huésped también funciona como fuente importante de nutrientes. Por ejemplo,
las enzimas bacterianas que degradan proteinas del huésped provocan liberacién
de amoniaco que las bacterias podrian usar corno fuente de nitrégeno. El hierro
proveniente descomposicion de la hemoglobina del huésped puede ser relevante
en el metabolismo de P. gingivalis. Incrementos en las hormonas esteroides se
vinculan con aumentos importantes en las proporciones de P intermedia presente
en la placa subgingival. En consecuencia, hay interacciones fisiolégicas de
diferentes microorganismos en la placa asi como entre gérmenes del huésped y
la placa. Dichas interdependencias nutricionales pueden ser criticas para el
crecimiento y la supervivencia de microorganismos de la placa dental. En parte
podrian explicar las interacciones estructurales bastante especificas observadas
entre las bacterias presentes en la placa™®.

6.4 Clasificacion de la enfermedad periodontal.

La gingivitis es un proceso inflamatorio de la encia, en el cual el epitelio de unién
se localiza en su nivel original, es decir en o cerca de la unién cemento-esmalte.
Esta inflamacion se presenta con cambios de color, forma de la encia, posicion,
aspecto de la superficie y la presencia de hemorragia o exudado leve.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica, destructiva, supurativa e
inflamatoria de los tejidos de soporte del diente, se define como la migracion del
epitelio de unidn hacia apical de la union cemento-esmalte. Clinicamente puede
observarse inflamacién de la encia dependiendo de las bolsas periodontales,
migracién apical del epitelio de union y exposicion del cemento radicular al medio
ambiente oral, ademas el diente presenta movilidad, debido a la pérdida del
ligamento parodontal. La velocidad de la progresion de esta enfermedad varia
considerablemente.*?

La Academia Americana de Periodoncia AAP, a finales de 1999 en la ciudad de
Oak Brook, llinois, realiz6 el taller sobre la clasificacion de enfermedad
periodontal, que fue publicado en los anales de periodoncia de diciembre de 1999,
dandonos nuevos parametros para unificar universalmente las diferentes
entidades que se presentan en la enfermedad periodontal. Es importante que esta
clasificacion se adopte ya que podemos globalizar el conocimiento.

Tabla 4. Clasificacion general de la enfermedad periodontal.

|. Enfermedades gingivales.

A. Enfermedades gingivales inducidas por Placa Dental.

1. Gingivitis asociada con Placa Dental inicamente.

a. Sin otros factores locales asocia_ldos.
b. Con otros factores locales asociados.
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2. Enfermedad Gingival Modificada por Factores Sistémicos.
a. Asociada con el Sistema Endocrino.

1) Gingivitis Asociada con la Pubertad.

2) Gingivitis Asociada con el Ciclo Menstrual.

3) Gingivitis Asociada con el Embarazo.
a) Gingivitis.
b) Granuloma Pidgeno.

4) Gingivitis asociada a Diabetes mellitus

b. Asociada con Discrasias Sanguineas

1) Gingivitis Asociada con Leucemia.
2) Otros

3. Enfermedades Gingivales Modificadas por Medicamentos.
a. Enfermedad Gingival Influenciada por Drogas.
1) Agrandamientos Gingivales Influenciados por Drogas.
2) Gingivitis Influenciada por Drogas.
a) Gingivitis Asociada a Anticonceptivos Orales.
b) Otras.
4. Enfermedad Gingival Modificada por Malnutricion

a. Gingivitis Asociada a Deficiencia de Acido Ascérbico
b. Otras.

B. Lesiones Gingivales No Inducidas por Placa
1. Enfermedad Gingival de Origen Bacteriano Especifico
a. Lesiones Asociadas con Neisseria Gonorrhoeae
b. Lesiones asociadas con Traponema Pallidum

c. Lesiones Asociadas a Especies Streptocdcicas.
d. Otros.

2. Enfermedades Gingivales de Origen Viral.
a. Infecciones por el Herpes Virus.
1) Gingivoestomatitis Herpética Primaria.
2) Herpes Oral Recurrente.
3) Infecciones por Varicela Zoster.

b. Otras.
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3. Enfermedades de origen Fungico.

a. Infecciones por Especies de Candida.
b. Eritema Gingival Lineal.

c. Histoplasmosis.

d. Otras.

4. Lesiones Gingivales de Origen Genético.

a. Fibromatosis Gingivales Hereditarias.
b. Otras.

5. Manifestaciones Gingivales de Condiciones Sistémicas.
a. Desordenes mucocutaneos.

1) Liquen Plano

2) Penfigoide.

3) Pénfigo Vulgar.

4) Eritema Multiforme.
5) Lupus Eritematoso.
6) Inducidas por Drogas.
7) Otras.

b. Reacciones alérgicas.

1) Reacciones a los materiales dentales de restauracion.
a) Mercurio
b) Niquel.
c) Acrilico.
d) Otros.

2) Reacciones atribuidas a
a) Cremas Dentales.
b) Enjuagues Dentales.
c) Aditivos de Gomas de Mascar.
d) Aditivos de los Alimentos.

3) Otras.

6. Lesiones Traumaticas
a. Lesiones Quimicas.
b. Lesiones F|’S|cas.
c. Lesiones Térmicas.

[l. Periodontitis crénica.
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A. Localizada.
B. Generalizada.

[1l. Periodontitis Agresiva.

A. Localizada.
B. Generalizada.

IV. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.
A. Asociada con Deso6rdenes Hematoldgicos

1. Neutropenia Adquirida
2. Leucemia.
3. Otros.

B. Asociados con desérdenes genéticos.

. Neutropenia Ciclica Familiar.

. Sindrome de Down.

. Sindromes de Deficiencia de Adhesién Leucocitaria.
. Sindrome Papillon-Lefévre.

. Sindrome de Chediak-Higashi.

. Histiocitosis.

. Enfermedad de Almacenamiento de Glicégeno
. Agranulocitosis Genética Infantil.

. Sindrome de Cohen.

10. Sindrome de Ehlers-Danlos.

11. Hipofosfatasia.

12. Otros.

OCO~NOUITRWNE

C. Otros no especificos.

V. Enfermedades Periodontales Necrotizante.

A. Gingivitis Ulceronecrotizante.

B. Periodontitis Ulceronecrotizante.

VI. Absceso Periodontal.

A. Absceso gingival.

B. Absceso Periodontal.

C. Absceso Pericoronal.

VII. Periodontitis Asociada con Lesiones Endoddnticas.

A. Lesiones Combinadas Endo-Periodontales.

VIIl. Condiciones o deformidades del desarrollo o adquiridas.
A. Factores Localizados Relacionados a los Dientes que Modifican o Predisponen

a la Enfermedad Gingival Inducida por Placa o Periodontitis.
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1. Factores Anatomicos Dentales.

2. Aparatos y Restauraciones Dentales.

3. Fracturas Radiculares.

4. Reabsorcién radicular cervical y Lagrimas de Cemento.

B. Condiciones y Deformidades Mucogingivales Adyacentes a los Dientes.
1. Resocion de los Tejidos Gingivales Blandos

a. Superficies Lingual o Vestibular.
b. Interproximal (Papilar)

2. Ausencia de Encia Oueratinizada.

3. Profundidad Vestibular Disminuida.

4. Posicion Aberrante de Musculos/Frenillo.
5. Exceso Gingival.

a. Seudobolsas.
b. Margen Gingival Inconsistente.
c. Gran exceso Gingival.
d. Agrandamiento Gingival.
6. Color Anormal.

C. Condiciones y deformidades Mucogingivales en Rebordes Edentulos.

1. Deficiencia de Reborde Horizontal y/o Vertical.
2. Ausencia de Tejido Oueratinizado/Encia.

3. Agrandamiento de Tejido Blando/Gingival.

4. Posicion Aberrante de musculos/Frenillo.

5. Profundidad Vestibular Disminuida.

6. Color Anormal.

D. Trauma Oclusal.

1. Trauma Oclusal Primario _
2. Trauma Oclusal secundario.
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6.5 Patogenia de la enfermedad periodontal.

La acumulacién de placa microbiana en la superficie dentaria adyacente a los
tejidos gingivales pone a las células epiteliales sulculares bucales y de insercion
en contacto con los productos de desecho, enzimas y componentes superficiales
de las bacterias colonizantes. Al aumentar la carga bacteriana, aumenta la
irritacion de los tejidos del huésped por estas sustancias. Las sustancias
microbianas estimulan a las células epiteliales para que produzcan citoquinas
proinflamatorias y otros mediadores quimicos de la inflamacion. Estos mediadores
inician en el seno de los tejidos una respuesta inflamatoria que corresponde a la

respuesta inflamatoria clasica™>*.

Se produce una tumefaccion de los tejidos al acumularse liquido y se genera la
gingivitis clinica. En las primeras etapas, los neutréfilos (leucocitos polimorfo
nucleares o PMN) predominan debido a la movilidad y flexibilidad de estas células
y a los efectos de las moléculas de adhesion sobre los vasos sanguineos a los
gue preferentemente se unen los PMN en las etapas iniciales de la inflamacién.
Ademas se genera un gradiente quimiotactico desde la hendidura hacia el tejido
conectivo, y de esa forma, los PMN son atraidos hacia la hendidura gingival. Los
factores quimiotacticos son proteinas y péptidos como la muy potente formil
metionil leucil fenilalanina (FMLP) y factores quimiotacticos del huésped, como las
quimioquinas (particularmente, IL-8), moléculas producidas por neutrofilos, como
leucotrieno B4, y moléculas derivadas del desencadenamiento del sistema del
complemento (C5a)*>°.

De esta manera, los PMN son atraidos a la zona junto con otros leucocitos, como
monocitos, macrofagos y linfocitos. Los macréfagos son probablemente el Gnico
tipo de célula aparte del neutréfilo que tiene una funcion atil en la hendidura, es
decir, que pueden fagocitar PMN muertos y agonizantes y asi retirarlos de la zona.
Esto es muy util para el huésped, pues los PM agonizantes o sobreactivados son
capaces de degranular, es decir, liberar sus enzimas de una manera
descontrolada, con lo cual causan mas dafio e irritacion a los tejidos del huésped y
una exacerbacion posterior de la inflamacién. Por lo tanto, la funcion de limpieza
del macréfago es util para bajar la inflamacién. La otra funcidn principal de esta
célula, es decir, el papel de presentacion del antigeno, no es operativo en la
hendidura puesto que no puede regresar a los tejidos y linfaticos del huésped,
don- de completaria esa funcion. Esto nos lleva a la conclusién de que el papel de
los macréfagos de presentacion de los antigenos y las funciones inmunitarias de
los linfocitos T y B tienen lugar dentro del tejido conectivo. Estas células
inmunitarias pueden ser ancladas a los tejidos por la capacidad de las moléculas
de adhesién como la CD44 para que puedan funcionar alli y no se pierdan en la
hendidura. Estas moléculas aumentan en numero durante la inflamacién por
diversas citoquinas proinflamatorias producidas por una variedad de células. No es
sorprendente que los leucocitos que necesitan permanecer en el tejido conectivo
para desempefiar sus funciones posean grandes cantidades de estas moléculas
de adhesidn a los tejidos, mientras que células como los PMN, que funcionan en
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estrecha proximidad con los microorganismos, tengan menos moléculas de
adhesion™=°.

6.6 Proceso patogénico

Los microorganismos producen la gran variedad de enzimas solubles con el fin de
digerir las proteinas extracelulares del huésped. Entre las enzimas liberadas por
las bacterias hay proteasas capaces de digerir colageno, elastina, fibronectina,
fibrina y otros componentes de la matriz intercelular de los tejidos epitelial y
conectivo. Una proteasa que ha suscitado mucha atencion es la Arg-1 proteasa
(otros nombres dados a esta molécula son gingivaina y gingipaina), producida por
P. gingivalis, la cual tiene gran potencia y capacidad para inducir una fuerte
respuesta inmunitaria humoral.

Aunque los microorganismos pueden producir multiples proteasas, la principal
actividad de las enzimas en la hendidura gingival procede del huésped vy, por
tanto: deben mencionarse las proteasas del huésped en el contexto de las
proteasas microbianas. Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) de los
neutréfilos y células tipo fibroblastos estan activas en la hendidura gingival. Los
fragmentos de colageno predominantes hallados en la hendidura son los
resultantes de la accion de la proteasa microbiana mas que de la del huésped y
esto destaca la contribucion del huésped a la actividad proteasa crevicular>.

El efecto de los productos estructurales, enzimaticos y de desecho es estimular,
probablemente de forma perjudicial la produccion de citoquina celular del huésped.
Las citoquinas asi producidas son predominantemente proinflamatorias y poseen
efectos multiples que sirven para reforzar la respuesta inflamatoria. También
alientan la actividad de la metaloproteinasa de la matriz, aparte de reclutar
leucocitos a esta zona.

Los lipopolisacaridos (LPS) (endotoxinas) de los microorganismos gramnegativos

Son capaces de provocar tanto la respuesta inflamatoria e inmunitaria como de
interactuar con las células del huésped. Muchas de las funciones atribuidas a los
LPS en el pasado eran debidas no s6lo a sus acciones estimulantes de las
citoquinas, sino ademas a las muchas moléculas de la membrana externa,
proteinas y enzimas unidas a las moléculas de LPS. También se demostré que los
LPS tienen efectos profundos sobre el sistema de coagulacién sanguineo y el
sistema del complemento, produciendo una alteracion de la homeostasis y
formacion de péptidos proinflamatorios. Las propiedades de los LPS y de los
acidos lipoteicoicos (LTA) de los microorganismos grampositivos son numerosas
y, como ya se dijo, pueden deberse a las muchas moléculas asociadas con estas
estructuras membranosas externas. Los LPS, LTA y proteinas o polisacaridos
especificos producidos y liberados por los microorganismos subgingivales activan
a los mediadores quimicos de la inflamacion para que produzcan permeabilidad
vascular e induzcan, mediante acciones quimiotacticas, a las células inflamatorias

45



a que se muevan hacia los tejidos y provoquen que las células defensivas liberen
sustancias proinflamatorias y citoquinas. Las respuestas inmunitarias frente a los
microorganismos estaran dirigidas principalmente contra las proteinas y
polisacaridos de la membrana externa y contra las enzimas y toxinas liberadas
extracelularmente. Estas reacciones inmunitarias tendran como resultado una
mayor liberaciébn de citoquinas y mediadores proinflamatorios, que a su vez
aumentaran la inflamacion y asi seran mas nocivos para el huésped. Se piensa
gue estas moléculas son capaces de inducir una respuesta excesiva de
anticuerpos en los pacientes®®. (Fig 24)

Fig. 24. Proceso patogénico en la enfermedad periodontal. En el esquema se observa la
interaccion de moléculas en el surco gingival. M@. macréfago; FIB: fibroblastos; LPS:
lipopolisacarido; LTA: acido lipoteicoico; LBP: proteina de union al lipopolisacarido; CD 14:
molécula de diferenciacion 14; PGE2: prostaglandinas tipo 2; IL-8 Interleucina 8; TNF: factor de
necrosis tumoral; MPM: metaloproteinasas; ICAM-1: molécula de adhesion intercelular;

Tomado de Periodoncia. Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak. (2005)

6.7 Bacterias periodontopatégenas

A principios del siglo XX, algunos investigadores como Bass, Smith, Barret
consideraron que estaban implicadas en la enfermedad periodontal algunos tipos
de amibas, de hecho Bass le llamé Endoameba buccalis; otros autores
mencionaron espiroquetas, estreptococos, Staphylococos, y al Bacteroide
melaninogenicum como causantes de la enfermedad. *
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En la mitad de los 80’s, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Wolinella recta y otros
microorganismos son asociados a la enfermedad periodontal, la lista de los
patdgenos posibles asociados a la enfermedad continda creciendo, gracias a los
avances de las técnicas de cultivo y de observacion.*=.

En conclusion ahora podemos hablar de que las enfermedades periodontales son
causadas por bacterias presentes en la placa dental bacteriana, hecho
demostrado experimentalmente de diferentes formas: en pacientes con mala
higiene dental; o por medio de la terapéutica que incluye una eliminacién
mecanica de los acumulos de placa dentobacteriana; o por ultimo debido a
estudios in vivo e in vitro en los cuales microorganismos que en el ser humano
causan enfermedad periodontal y al ser inoculados en animales también provocan
dicha enfermedad.*

La enfermedad periodontal esta asociada con una microflora compleja en la cual
mas de 350 especies pueden ser encontradas, esto entre bacterias y algunos
hongos como Céandida.

Una variedad de microorganismos predominantemente Gram-negativos,
anaerobios y moviles participan en la etiologia de la enfermedad.

Entre las especies mas mencionadas encontramos: Porphyromonas gingivales,
Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bacteroides
forsythus, Camphylobacter rectus, Eubacterium nucleatum, Peptostreptoccocus
micros, Prevotella nigrescens, Streptococcus intermedius y especies de
Treponema. Ya que su estructura bacteriana, sus componentes extracelulares y
sus metabolitos pueden provocar diversos efectos sobre los tejidos del
huésped.*>9>%

6.8 Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Antecedentes.

La bolsa periodontal estd densamente poblada con bacterias, haciéndola un sitio
importante para la interaccion del huésped-microbio. Las bacterias periodontales
estimulan la proliferacion de las células B, sobre todo a través de una clésica
respuesta inmune antigeno especifica, pero el estimulo puede también activar a
través de células B, superantigenos o a través del sistema inmune innato. Varios
patdgeno periodontales importantes, incluyendo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis®® .

Caracteristicas generales.

Fue descrito por primera vez en 1912 y se llamado de diferentes formas a lo largo
del tiempo. A. actinomycetemcomitans fue reconocido como un miembro de la
microbiota oral normal en 1950. Se ha encontrado también en primates y otros
mamiferos. El habitad primario no ha sido definitivamente identificado pero es
probable que sea la placa dental a nivel de encia cervical. Este organismo es una
Gram-negativo, no formador de esporas, no motil, un cocobacilo anaerobio
facultativo que crece mejor en un ambiente anaerébico enriquecido con CO2 %-

a7



10% a una temperatura optima de 37.8 °C, en un rango de pH de 7-8.5, capnofilico
gue crece individualmente, en pares, 0 en grupos pequefios y que puede ser
estimulado por un nimero de moléculas de bajo peso molecular que incluyen a
varias hormonas esteroideas®® °. Las células son rectas o curveadas con
extremos redondeados, de 1.0- 1.5 pm por 0.4- 0.5 pm (Fig 25).°

Fig. 25. Proliferacién de Aggregatibacter actinomicetemcomitans (Aa). Microscopia electrénica
de barrido donde se muestra a Aa. sobre la superficie de sarro dental y esquematizacion de una
bacteria Gram-negativa y su pared celular.

Tomado de Periodoncia. Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak.(2005)

Ha sido implicado en la patogénesis de varias enfermedades infecciosas, como en
la endocarditis, meningitis, bacteriemia, pericarditis, septicemia, neumonia, artritis
infecciosa, osieomieliiis, sinovitis, infecciones de la piel, infecciones del tracto
urinario, abscesos y periodontitis®*.

Las bacterias aisladas (frescamente) son invariablemente frimbriadas y producen
en agar pequefias colonias circulares, adherentes, translicidas y rugosas
(aproximadamente de 1 mm de didmetro después de 2 a 3 dias) con un delgado
borde irregular. Estas colonias "rugosas/asperas" tienen una figura interna con una
apariencia caracteristica de puros cruzados o semejantes a una estrella cuando es
visto con microscopio de baja potencia. Aparecen marcas con orificios debajo de
la cof!?g;ia, y eventualmente se convierte en una colonia embebida en el medio de
agar .

Diversidad seroldgica
Actualmente son reconocidos seis serotipos distintos (a-f) y es sugerido que todos
tienen potencial patogénico. Su clasificacibn es basada en polisacéridos de

superficie, de alta masa molecular, localizados en el lado O de las cadenas del
lipopolisacarido®®°.

48



Los polisacaridos O de los serotipos b,c,e y f son el producto de grupos de genes
homdlogos que contienen entre 10 (serotipo €) y 16 (serotipo b) genes con grupos
de genes altamente conservados en las terminaciones proximal y distal y enes
centrales siendo Unicos a cada grupo y conteniendo una materia de CG bajo. los
grupos de genes que codifican la sintesis de los serotipos a y d no estan
relacionados estructural mente con los otros cuatro. El grupo de genes del serotipo
d es un fragmento de 13.9 kb localizado a solo 2 kb debajo de los grupos de genes
b, c, e y f. El serotipo a, esta codificado por un fragmento de 12.9 kb de ADN
cromosomal localizado lejos de los otros sitios. El antigeno especifico del serotipo
consiste Unicamente de 6-desoxihexosa, 6-desoxi- D- talosa, el cual es Unico en
bacterias®.

Estudios en la distribucion de cepas serotipos a-e de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans mostraron que los serotipos a y b son frecuentemente
aislados de pacientes con periodontitis agresiva localizada, cepas serotipo e son
comunes en infecciones no orales y en gente sana, y cepas serotipo d y e raras en
todas las poblaciones. El serotipo b también es encontrado en personas sin
ninguna infeccion bucal.

Invasion a la célula del hospedero

Una caracteristica original de la invasion de células epiteliales por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans es que, una vez libre en el citoplasma, esta bacteria se
replica en mucho menos de la mitad de tiempo (7.5 veces mas rapido) observado
in vitro. Otro aspecto inusual de Ila invasibn de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a células epiteliales, es su rapida salida de la célula
después de la invasion y su habilidad para moverse de una célula a otra, ambas
acciones son dependientes de los microttbulos de la célula del hospedero®,

La habilidad de moverse de una célula a otra es dependiente de la formacion de
protrusiones celulares en la célula infectada. Estas protrusiones albergan al
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y puede interconectarse con células
adyacentes y de este modo permitir la propagacion celular®.

Factores de virulencia de Aggregatibacter actinomycetmcomitans. (Fig 26)
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Fig. 26. Factores de virulencia de A. actinomycetemcomitans (Aa).
Tomado de Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak (2005).

Lipopolisacarido

EL LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans es un componente patogénico
reconocido e importante en la iniciacion y progreso de la enfermedad periodontal,
puesto que estimula células del hospedero para producir citocinas inflamatorias e

induce resorcion 6sea®>®.

El LPS bacteriano, es el mayor componente de la membrana externa de todas las
bacterias gramnegativas, y actian como fuertes estimuladores de la inmunidad
natural 6 innata en diversas especies eucariotas de insectos a humanos.®*

Los LPS son moléculas estables al calor, compuestas por un componente
lipofilico, el lipido A y una region de poli- 6 oligosacaridos que esta
covalentemente unida a su dominio de anclaje de membrana externa bacteriana.

El LPS tiene enormes variantes debido a una diversidad en la composicion
guimica de la regién de polisacéarido, y a las variaciones en la estructura fina del
lipido A, el cual estad formado por cadenas de manosa. El lipido A, es el centro
inmunoestimulatorio del LPS, determinando la endotoxicidad en especies
mamiferas. De esta forma, es el responsable del efecto del lipopolisacérido,
debido a la especificidad y al reconocimiento altamente sensible por numerosos
gfmponentes celulares y humorales de la inmunidad innata, via receptor manosa

La porcion oligosacéarido esta constituida por dos subregiones: la region central y
la cadena O- especifica. Esta Ultima esta compuesta por 50 unidades de repeticidon
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y de cadenas ricas en manosa, responsables junto con la porcién del lipido A, de
la propiedad del LPS como adyuvante en muchas vacunas, ya que aumenta la
respuesta inmune.

En la region central del oligosacarido se encuentra el centro externo e interno, los
cuales pueden ser distinguidos de acuerdo a la composicion predominante de
carbohidratos.

La regidn central externa principalmente esta constituida de hexosas semejantes a
D-glucosa, D-galactosa, D-glucosamina, N-acetilglucosamina 6 N-
acetilgalactosamina. La regidn central interna muestra una variabilidad dentro de
la region de polisacéridos y en muchas bacterias Gram-negativas. Consiste en
unidades de monosacéaridos 3-deoxi-D-mano-4cido octulosénico usualmente
también denominado 2-keto-3-acido deoxioctulosonico y L- 6 D-glicero-D-mano-
heptosa a menudo transportando sustituyentes anionicos semejantes a grupos
fosfato, difosfato 6 difosfoetanolamina.

El azucar acido Kdo representa una caracteristica y un componente esencial de la
region central interna del LPS bacteriano y es ademas considerado un marcador
de diagnostico para LPS y blanco en el desarrollo de nuevos agentes
antibacterianos en la inhibicién del paso Kdo en la biosintesis de LPS.

La estructura del lipido A, esté caracterizada por una unidad de disacarido unida
central B (1—6), que estd compuesta de D-glucosamina (D-GIcN) 6 D-2,3-diamino-
2,3-dideoxy-glucosa (D-GIcN3N; DAG) en cada combinacion homodimérica 6
heftmerodimérica y en la cual en muchos casos es monofosforilada en posiciones 1y
4",

El lipido A y el centro interno, contienen muchos grupos aniénicos formando una
estructura 6 region cargada negativamente, la cual es fuertemente estabilizada por
cationes divalentes asociados. Al mismo tiempo es blanco para una amplia
variedad de antibi6ticos catiénicos cargados positivamente en defensa contra el
microorganismo. (Fig 27)
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Fig. 27. Estructura quimica del Lipopolisacérido.

6.9 Streptococcus sanguis
Antecedentes

Por mucho tiempo se considerd que estos padecimientos eran ocasionados por
bacterias Gram-negativas como Pseudomonas Yy Enterococcus, en particular por
los componentes de su pared celular como son los lipopolisaacaridos (LPS).
Actualmente se sabe que los LPS por si mismos no pueden producir todas las
caracteristicas del sindrome de disfuncion multiorganica y que se requiere de la
participacion de bacterias grampositivas, las cuales carecen de LPS. Tal es el
caso de Staphylococcus aureus que es una Gram-positiva y que a pesar de que
carece de LPS esta asociada al desarrollo de las siguientes enfermedades:
neumonia, meningitis, endocarditis y septicemia, lo que sugiere que esta bacteria
presenta otros factores de virulencia®.

Caracteristicas generales.

Streptococcus sanguis, es una bacteria Gram-positiva facultativa, es un habitante
normal de la boca de los humanos. Se encuentra especialmente en la placa
dental, donde se modifica el medio ambiente para que sea menos hospitalario
para otras cepas de Streptococcus que causan la caries. Sin embargo, S. sanguis
pueda tener acceso a la sangre cuando se presenta la oportunidad y colonizar en

52



las valvulas del corazéon, donde es la causa mas comin de endocarditis
bacteriana.’ (Fig 28)

Fig. 28. Esquematizacion de una bacteria Gram-positiva y su pared celular. Esquema que
muestra del lado izquierdo 1. Citoplas de la bacteria; 2. Membrana celular; 3. Pared bacteriana. En
el centro y lado derecho se esquematizan las estructuras de la membrana y pared bacteriana.
Tomado de Periodoncia. Herbert F. Wolf-Edith M. & Klaus H. Rateitschak.

Acido lipoteicoico

Los peptidoglucanos y el acido lipoteicoico (LTA) son dos de los principales
componentes de las bacterias Gram-positivas que tienen actividades relacionadas
con el desarrollo de la sepsis.

Muchas bacterias grampositivas contienen ambos polimeros, pero el &acido
lipoteicoico es el que predomina y su biosintesis es menos dependiente de las
condiciones de crecimiento bacteriano, en comparacion con los acidos teicoicos.

Los acidos lipoteicocicos son polimeros polianidénicos ubicados en la parte externa
de la membrana citoplasmética mediante la union a lipidos. Estdn formados por
Poli-Gro-P que puede estar modificado en el hidroxilo del carbono 2" y 4’con
GlcNac y D-Ala.

Como posibles funciones del LTA se ha propuesto que regula la funcién de las
autolisinas (enzimas que ocasionan pequefos orificios en la pared celular). La
naturaleza anfifilica del LTA parece ser muy importante para esta actividad ya que
ésta se pierde al tratamiento con detergentes. Se ha demostrado en estudios in
vitro que para llevar a cabo esta funcién es necesaria la formacién de micelas.

Otra caracteristica del LTA es su naturaleza polianidénica que le permite tener un
papel clave en el mantenimiento del balance cation-divalente sobre la superficie
celular, posiblemente, a través de la pared celular, mediante una interaccion de
intercambio idnico.
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Un posible papel del LTA, que comparte con lipoglicanos, es que participan como
mediadores de interacciones célula-célula, célula-sustrato, y la consecuente
virulencia de la bacteria®.



7. RECEPTORES TLRs

Caracteristicas generales

Los receptores tipo peaje (o Toll-like receptor TLRs) son una familia de proteinas
trasmembranales de tipo | que forman parte del sistema inmunitario. En los
vertebrados también posibilitan la adaptacién del sistema inmune. Descubiertos
inicialmente de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) son los
responsables del reconocimiento de varias vias de patrones de reconocimiento de
patégenos (PAMPs pathogen-associated molecular patters) expresados por un
amplio espectro de agentes infecciosos. Monocitos, macréfagos y neutréfilos
fagocitan patégenos microbianos y estimulan la respuesta de citocinas dando
como resultado el desarrollo de la inmunidad innata o natural, la respuesta
inflamatoria, y mediar la efectiva inmunidad adaptativa. Su funcién, en resumen,
es el reconocimiento del patégeno y la estimulacion de la respuesta inmunitaria
contra dichos patégenos.® .

También han sido encontrados en plantas, teniendo un origen evolutivo muy
antiguo; después de las defensinas, pueden ser el componente del sistema
inmune més antiguo®®.

Estructura

Los distintos TLR exhiben varios patrones de expresion. Muchos de ellos, se cree
gue actian como homodimeros, aunque heterodimeros también existen. Las
proteinas TLR tienen una significativa homologia con el receptor IL-1 tipo I. Hasta
hoy, alrededor de doce TLR han sido hallados en humanos y en el raton. Estudios
con varios TLRs demuestran que activan la via del NF-kB, que regulan la
expresion de citocinas, a través de varias moléculas incluyendo el MyD88,
TIRAP/Mai y TRF. La activacion de la via del NF-kB conduce a la iniciacién de la
respuesta adaptativa inmune por la produccién de citocinas inflamatorias tales
como al IL-1, IL-8, TNF-alfa, IL-12, y la induccién de moléculas de co-estimulacién,
tales como la CD80, CD86 y CD40.°%%’

Clasificacion

La participacion de los receptores tipo Toll (TLR) en la respuesta inmunitaria
innata se describi6 por primera vez en un artropodo, la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster. La proteina Toll de Drosophila originalmente se
identific6 como un factor requerido para el establecimiento de la polaridad dorso-
ventral en el embrién en desarrollo. Toll ademas se reconocié como un receptor
transmembranal que activa el factor de transcripciéon denominado Dorsal (que es
homdélogo al factor de transcripcion NF-kB en vertebrados) al mediar la
degradacion de Cactus, una proteina represora de Dorsal. Una vez liberada de
Cactus, Dorsal puede trastocarse al nucleo donde activa genes especificos.
Debido a la homologia de Toll con el receptor de interleucina 1 (RIL1) y a la
conservacion de los canales de sefializacion en ambos sistemas, se propuso que
Toll estaba involucrado en la regulacion de la respuesta inmunitaria, lo cual se
corrobord con la demostracion de su participacion en la induccion de resistencia a
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infecciones producidas por hongos. Poco tiempo después, mediante busquedas
en las bases de datos de identificadores de secuencias expresadas (EST), vy
utilizando secuencias conservadas en el dominio de sefalizacion de Toll/RIL1, se
identific6 un homologo del receptor Toll de Drosophila en el humano. A partir de
dicho hallazgo, y utilizando estrategias similares, se identifico una familia de
proteinas estructuralmente relacionada con la proteina Toll de Drosophila que
colectivamente se les denomina receptores tipo Toll (TLR) y que consiste de 11
miembros: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, y
el recién identificado TLR11. Asimismo, se ha indicado que seguramente en un
futuro préximo se descubriran mas TLR. Cabe sefalar que la familia de TLR de
humano se subdivide en cinco subfamilias que, de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos, son: TLR3,TLR4,TLR5, TLR2 y TLR9. La subfamilia TLR2 esti
compuesta de TLR1,TLR2, TLR6 y TLR10; la subfamilia TLR9 est4 compuesta de
TLR7, TLR8 y TLR9. (Fig 29)°"".
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Fig. 29. Familia de TLRs. En el esquema se muestras los diferentes receptores TLR y sus
ligandos.
Tomado de http://www.biochemsoctrans.org/bst/028/0551/bst0280551f02.htm

TLR2

El TLR2 reconoce diferentes productos bacterianos como lipoproteinas de
bacterias gramnegativas peptidoglicano de bacterias grampositivas, &cido
lipoteicoico de bacterias grampositivas. glicolipidos de Treponema maltophilum,
porinas de Neisseria, y zymosan de hongos, el TLR2 también reconoce
lipopolisacarido (LPS) atipico de Leptospira interrogans, y LPS atipico de
Porphyromonas gingivalis, que sugiere que TLR2 tiene capacidad especifica de
reconocimiento de los LPS de forma cilindrica que inducen la producciéon de
citoquinas. Finalmente, TLR2 reconoce la proteina 70 de choque térmico (HSP70)
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del hospedero, se asocia con otros TRL incluyendo TRL1 y TLR6, e inicia la
activacion de genes caracteristicos de una respuesta de tipo Th2.

Finalmente, el TLR2, al igual que otros TLR, presenta diferencias en humanos y
ratones en la expresion, trascripcion, concentracion tisular y regulacion.®®®

TLR4

TLR4 distingue LPS de bacterias gramnegativas, taxol de plantas, proteina de
fusion del virus respiratorio sincitial, proteinas de la cubierta del virus del tumor
mamario de ratdén y virus de la leucemia murina de Molones, proteina de choque
térmico (HSP60) derivada de Chlamydia pneumoniae,HSP6049 y HSP70 del
huésped, extradominio A de fibronectina, oligosacéaridos del &cido hialurénico del
hospedero, fragmentos de polisacarido de sulfato de heparan del hospedero,
fibrinbgeno del hospedero. Mientras que TLR2 reconoce LPS cilindrico, el LPS
conico estimula a las células s6lo mediante TLR4. La capacidad para diferenciar
variaciones en la composicion molecular y la conformacion tridimensional del lipido
A de los LPS explica la activacion de los diferentes canales de sefalizacion
mediados por los TLR %7,

Fig. 30. Activacion de los receptores TLRs por sus ligandos y sus mecanismos de
sefializacion.
Tomado de http://www.sapphirebioscience.com
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8. MECANISMOS DE TRANSDUCCION.

El proceso de transmision de sefal afecta a una secuencia de reacciones
bioquimicas dentro de la célula que se lleva a cabo a través de enzimas unidas a
otras sustancias llamadas segundo mensajero. Cada proceso se realiza en
intervalos de tiempo muy pequefios, como milisegundos, o en periodos mas largos
como algunos segundos?®.

En muchos procesos de transduccion de sefales se implican cada vez mas en el
evento un numero creciente de enzimas y sustancias desde el inicio del estimulo,
el cual parte desde la adhesion de un ligando al receptor de membrana, hasta la
activacion en el receptor, que convierte el estimulo en respuesta, la cual, dentro de
la célula, provoca una cadena de pasos (cascada de sefializacion o ruta del
segundo mensajero) cuyo resultado es la amplificacién de la sefial, es decir, que
un pequefo estimulo provoca una gran respuesta celular.

En bacterias y otros organismos unicelulares, los procesos de transduccion de
sefales permiten a las células responder a las influencias del medio ambiente que
les rodea. Las células que forman los organismos multicelulares responden a una
gran cantidad de estimulos quimicos.

La gran variedad de sefiales fisicoquimicas a las que las células pueden
responder, haria pensar en una amplia diversidad de mecanismos de transduccion
de sefal. Sin embargo, la evolucién ha seleccionado y perfeccionado sélo una
serie limitada de cadenas de eventos que son capaces de generar la respuesta
apropiada a cada estimulo en diferentes tipos celulares. Esta convergencia en
unas pocas cadenas de transduccion comunes a plantas y animales ocurre en
primer lugar en los receptores celulares.

Los receptores celulares presentan en su estructura dos regiones o dominios
funcionales bien diferenciados. Uno de reconocimiento o deteccion de los
estimulos, que presenta una diversidad paralela a la de los estimulos, y otro
dominio efector que pertenece a unos pocos tipos fundamentales, por lo que la
secuencia de eventos que son capaces de iniciar son limitados pueden inducir una
activacion de la cascada de proteasas serinas humorales constituyentes del
sistema complemento en mamiferos, ya que representa un marcador altamente
especifico 6 modelo molecular asociado a patégenos (PAMP) para la infeccion por
la bacteria Gram-negativa®.

Via de transduccién activada por LPS.
El reconocimiento del LPS es iniciada por LBP (proteina fijadora del

lipopolisacarido), una glicoproteina extracelular de 58 kDa que selectivamente
opsoniza agregados estructurales de LPS por la subsecuente adherencia
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dependiente de mCD14 en la superficie de los fagocitos, 6 en la forma soluble
sCD14 en el espacio extracelular.”

En humanos, especialmente los mononucleares reaccionan con extrema
sensibilidad a las preparaciones de LPS endot6xicamente activas in vitro, pero la
hipersensibilizacién es clave, especialmente causada por el IFN-y, el cual induce
la expresion de mRNA de TLR4 en monocitos y neutréfilos, conduciendo a la
secrecion de un amplio espectro de mediadores enddgenos, entre los cuales se
encuentra las citoquinas proinflamatorias TNF-a, factor inhibitorio de migracion del
macréfago (MIF), citoquinas como IL-1f3, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, el factor
estimulador de colonias M-CSF, G-CSF y GM-CSF, mediadores derivados de
lipidos semejante al factor activador de plaquetas (PAF), prostaglandina E2
(PGEZ2), tromboxano A2 (TXA2) 6 leucotrienos, como bien especies reducidas de
oxigeno semejantes al anion superdxido (O2-), radicales hidroxilo (OH) G oxido
nitrico (NO)***°.

Adicionalmente, el LPS puede causar una activacion intensa y rapida del sistema
complemento en vertebrados, por las tres vias: clasica, alternativa y de las
lectinas, via el dominio de lipido A y la regién polisacarido respectivamente. La
activacion del complemento por el LPS 06 la bacteria Gramnegativa intacta
contribuye a la opsonizacibn mediada por suero y a la muerte de la bacteria
invasora. También participar en la induccion de actividades celulares del huésped
por la liberacién de anafilotoxinas como C3a y Cba.

La forma soluble 6 secretada del antigeno CD14, agonisticamente eficiente al
LPS, puede activar constitutivamente células CD14 negativas y positivas, como las
células dendriticas, células endoteliales, células del muisculo liso, células
epiteliales y fibroblastos, muchas de las cuales expresan TLR-4.

El mimetismo de los glicoconjugados del huésped por las estructuras de
oligosacaridos terminales de LPS contribuye al incremento en la resistencia de la
especie bacteriana en particular 6 de cepas, a la fagocitosis y actividades
bactericidas como el sistema complemento por la via clasica 6 alterna.

Un estado de desensibilizacion reversible en la reactividad a la endotoxina de
acuerdo a la secrecion de citoquinas proinflamatorias mayores ha sido observado,
la cual puede ser inducido por la exposicion previa a la endotoxina a la cual es
comunmente referida como “tolerancia a la endotoxina”. Esta tolerancia puede ser
debida a efectos autocrinos de diversos mediadores de fase tardia provocada por
la respuesta inicial al LPS tal como la IL-10, TGF-B 6 PGE2*3

La baja regulacion del componente de sefializacion intracelular receptor IL-1
asociado a kinasas (IRAK 6 IRAK-1) ha sido implicado en la induccion del estado
tolerante a la endotoxina de células mononucleares humanas in vitro. La
regulacion de la expresioén del gen 6 el estado funcional de TLR4 como también de
la proteina MD-2 asociada a TLR4, contribuyen la induccion de la tolerancia a la
endotoxina en células mononucleares in vitro, en presencia de IL-10, IL-4, IL-11,
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IL-13, TGF-B, PGE2, glucocorticoides, catecolaminas, camino regulatorio
neuronal, y una incrementada neutralizacién 6 eliminacién de LPS sistémico®.

Vias de transduccion activadas por LTA

Al tratamiento con LTA se encuentran activas las proteinas cinasas activadas por
mitdgeno (MAPKIp38) y la via de fostatidillinositol-3 cinasa gamma (pl3Ky). En la
sepsis en humanos la activaciéon de MAPK/p38 esta implicada en la granulocitosis
y permite de esta forma restaurar la funcién inmune en sepsis.

Via Clasica estimulada por ALT Una vez que el ALT se une a su respectivo
receptor membranal (TLR2), entonces se activa la fosfatidilcolin, la fosfolipasa C
(PC-PLC) y la fosfatidillcolina-fosfolipasa D (PC-PLD) para inducir la activacion de
PKC, simultdneamente ocurre la activacién de cinasas de residuos de tirosina.
Estos efectos resultan necesarios para la consecuente fosforilacion de las MAPK
p42/44 Y p38. La cascada de fosforilaciones descrita resulta en la estimulacion de
NF-kB y la subsecuente expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX2) y liberacion de
prostaglandina E2.

Recientes estudios han demostrado que utilizando el inhibidor especifico de la
MAPK/p38 (SB 203580) se interrumpe la expresion de iNOS vy la liberacion de
oxido nitrico (NO) cuando se trata con LTA a la linea celular de macréfagos RAW
264. Estos resultados sugieren que la via de transduccion de las MAPK/p38 se
encuentra también involucrada en la produccion de nitritos.

También se ha demostrado que PI3K y se activa por receptores acoplados a
proteinas G durante procesos inflamatorios. Neutréfilos de ratén deficientes en
PI3K y (-y-) muestran isquemia, reduccion en migracion y peritonitis. Asi mismo, se
muestra también una reduccién en la translocacion de NF-kB y en la sintesis de
TNF-a e IL-IB. Estos estudios sugieren que PI3K y juega un importante papel en la
activacion de neutréfilos.*®

Después del reconocimiento entre TLR2 y el LTA se produce un amplio espectro
de sefales intracelulares como la activacion de la familia de MAPK, de la proteina
cinasa B (PKB) Y de la cinasa del inhibidor-KB (IKK). El incremento en la actividad
de estas cinasas consecuentemente activa a diversos factores de transcripcion
como NF -1CB (en particular a los heterodimeros p50 y p65), Jun/Fos, factor de
activacion de transcripcion (ATF), factor de respuesta a suero (SRF), proteina
semejante a Ets (ELK), proteina de union y aumento de CCAAT (C/EBP) y la
proteina de fijacion del elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB). El primer
evento que inicia la cascada de transduccion consiste en la colocalizacion y
agrupamiento de receptores y la generacion de sefiales primarias de transduccion
en la membrana plasmatica.

La sefalizacion mediada por AMP ciclico inhibe la activacion de la cinasa de
respuesta extracelular (ERK), p38, MAPK Y JNK en macréfagos peritoneales y
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también inhibe la expresidon de TNF-(X, NF-KB Y la expresién de oOxido nitrico
sintasa inducible en células de Kupffer y monocitos.

En respuesta al tratamiento con Streptococcus B, los receptores TLR2, TLR6 Y
CD 14 se agrupan y la primera molécula intracelular reclutada por el complejo es
el factor de diferenciacion mieloide (MyD88) el cual recluta y activa a la cinasa
asociada al receptor de interleucina-1 (IRAK). IRAK forma multimeros que se
autofosforilan y reclutan grandes complejos consistentes en el factor activado por
el receptor a TNF (TNFI TRAF6), cinasa activadora del factor de crecimiento
transformante -1 (TAK1), proteina de asociacion a TAK1 (TAB1) Y TAB2.

IRAK 4 fosforila a IRAKI, esta fosforilacién es indispensable para la activacion de
la transduccién de sefales, en contraposicidn, recientemente se ha descrito que la
forma IRAKKM actia como inhibidor. Asi mismo, la activacién de TAKI promueve
su liberacién del complejo y de esta forma activa a IKKa y a la MAP cinasa cinasa
6 (MKK®6). La cinasa inductora de NF-KB (NIK) se requiere para la activacion de la
cinasa de IKB (IKK) que promueve la fosforilacién, ubiquitinacion y degradacion en
el proteosoma 26S de IkB y la translocacion de NF-kB al nucleo. La proteina
cinasa MAP-3 (MKK) es responsable de la activacién de las MAPK, p38 Y la
cinasa terminal NNJUN (JNK). En presencia de la proteina adaptadora
denominada intermediario conservado evolutivo de la via de Toll (ECSIT) y MEK
cinasa (IMKKI), TRAF6 puede activar a ERK 112. Sin embargo, ERK 112 también
puede activarse por un mecanismo independiente de TRAF6, que involucra a la
forma atipica de PKC la PKCj, que estd asociada a la acumulacién de acido
fosfatidico, lo que conlleva a la activacion de ERK. Finalmente, se ha demostrado
también la activaciéon de la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) de una manera
dependiente de PKB lo que conduce a la activacién de NFkB.®

Diversos reportes sefialan que las células de Kupffer producen interleucina-6 (IL-6)
y TNF-a durante el trauma, estas células también sintetizan citocinas anti-
inflamatorias como IL-1[3 en respuesta al tratamiento con LTA. La cinasa PKB que
es activada a través de la via de PI3K, asi como la actividad de JAK-2, estan
involucradas en la expresién de IL-6 e IL-IB, mientras que las cinasas de la familia
Src participan en la expresion de TNF-a.%°
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9. JUSTIFICACION.,

Las enfermedades periodontales son desordenes complejos que estan asociados
a multiples factores de riesgos. Es una enfermedad crénica que se caracteriza
por un proceso inflamatorio que afecta a los tejidos de soporte del diente. Esta
enfermedad estd ocasionada por la acumulacion de placa dental, y los signos
clinicos son el resultado de la respuesta inmune e inflamatoria. La destruccion del
tejido que define a la periodontitis se ha ligado a la produccion excesiva de
moléculas proinflamatorias incluyendo metaloproteinasas de la matriz extracelular,
IL-1P y prostaglandina E25.

En la enfermedad periodontal a pesar de que el sistema inmune se activa, no logra
eliminar los factores que causan esta enfermedad, ocasionando una respuesta
continua y excesiva del huésped llevando a la destruccion tisular debido al
reclutamiento de leucocitos vy la subsecuente liberacion de mediadores y
citocinas que juegan un papel crucial en la patogénesis de la enfermedad
periodontal 3.

La evolucién del tejido periodontal sano a uno con enfermedad, esta intimamente
ligado al desarrollo de la placa dentobacteriana ya que cuando bacterias
especificas de la placa dentobacteriana aumentan hasta alcanzar cifras
relevantes, producen factores de virulencia que exceden el umbral del control del
paciente , y el equilibrio va de la salud a la enfermedad. Sin embargo se sugiere
gue pobladores tempranos como S. sanguis benefician al huésped. Es probable
gue esta especie funcione en la prevencién de la colonizacion o proliferacion de
microorganismos patégenos?.

Por lo anterior el estudio de esta enfermedad es importante para poder dilucidar
como es que los mecanismos de transduccién de sefales intracelulares regulan
los finos procesos por lo que tanto el desarrollo de la placa dentobacteriana y la
respuesta del huésped dan como resultado el establecimiento de la enfermedad
periodontal.

Por otra parte, conocer los mecanismos de transduccion de sefiales que se
suceden en los procesos inflamatorios cronicos, como es la enfermedad
periodontal nos provee de herramientas valiosas para desarrolla farmacos que
sean eficaces en el tratamiento de esta enfermedad.
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10. HIPOTESIS.

Si LPS o LTA activan mecanismos de transduccion de sefiales que promueven la
fosforilacion de proteinas de la via de las MAPK e inducen la expresion de
citocinas proinflamatorias; entonces, LTA bloquea la accién de LPS en fibroblastos
gingivales humanos en la enfermedad periodontal en etapas tempranas de
formacion de la placa dentobacteriana.

11. OBJETIVOS
Objetivo general.

Estudiar el papel del &cido lipoteicoico de S. sanguis en la activacion de
mecanismos de transduccion de sefales y la inhibiciéon de la respuesta inducida
por lipopolisacaridos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en fibroblastos
gingivales humanos.

Obijetivos especificos.

1. Analizar la expresion del mensajero de IL-1B en fibroblastos gingivales
humanos posterior al tratamiento con LPS o LTA.

2. Mediante tratamiento previo con LTA y posterior estimulacion con LPS,
analizar la expresion del mensajero de IL-1 en fibroblastos gingivales humanos.

3. Determinar patrones de fosforilacion de las proteinas ERK 1/ 2, p38 e IkB-a, y la
expresion de la proteina COX-2, asi como la translocacién de NF-kB al nucleo en
fibroblastos gingivales humanos al ser tratados con LPS o LTA.

4. Estudiar si el tratamiento previo de LTA desensibiliza la respuesta a LPS para
promover la fosforilacion de ERK1/2, p38 e IkB-a, asi como la expresion de la
proteina COX-2 y la translocacién de NF-kB al nucleo, en fibroblastos gingivales
humanos.

5. Determinar la fosforilacién del receptor tipo toll 4 al tratamiento con LTA.

12. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Agitador magnético. (Nuova)

Balanza GA200. (Ohaus)

Bafio de agitacion. ( Precision Scientific)

Bafo de temperatura controlada (Fisher)

Cajas de cultivo celular de 6 pozos. (Costar)

Camara de electroforesis horizontal (GIBCO-Life Technologies)
Céamara de electroforesis vertical. (Hoeffer)
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Céamara de transferencia. (Hoeffer)
Campana de flujo laminar (Nuaire)
Celdas de cuarzo

Centrifuga (Sorvall)

Digi-Doc

Espectrofotometro (Perkin Elmer)
Gendarme (Costar)

Gradillas (Nalgene)

Incubadora (Nuaire)

Negatoscopio

Microcentrifuga (Sorvall)
Microscopio de objetivos invertidos C22 (Olympus)
Orbit Shaker (Labline)

Pipetas de 10ml y 5 ml (Finnipipette)
Potenciémetro (Equipar)
Portaobjetos

Probetas graduadas

Propipeta (Pepet-aid)

Sonicador (Lab-Line instruments)
Termociclador ( Perkin-Elmer)
Timer

Tubos clinicos

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf

Vasos de precipitado

Vortex (Scientific industries)

Reactivos.

Acrilamida (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Agarosa (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Antibiético-Antimicético 1% penicilina G sdédica, estreptomicina, anfotericina B
(INVITROGEN Life Technologies.Ca. USA.).

Anticuerpo goat polyclonal COX-2. (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca.
USA)

Anticuerpo rabbit polyclonal y-tubilina. (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca.
USA)

Anticuerpo mouse monoclonal p-ERK %2 , goat polyclonal ERK 1/2. (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Ca. USA)

Anticuerpos mouse monoclonal pp-38(sc-7973), rabbit polyclonal p38 (sc-7149)
(Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA)

Anticuerpo goat polyclonal. p-lkB-a, rabbit polyclonal kB (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Ca. USA)

Anticuerpo goat policlonal p50 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca. USA)
Azul de bromofenol (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Bromuro de etidio (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)
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Cloruro de sodio (DIFCO)

Desoxicolato de sodio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Duodecil sulfato de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA)

Etanol 75% (J.T. BAKER.NJ. USA)

EDTA (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fenol saturado (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fosfato de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fluoruro de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fluoroforo (rodamina) (Santa cruz Biotechnology.Ca.USA)

Glicina (J.T. BAKER.NJ. USA)

Glicerol (J.T. BAKER.NJ. USA)

Kit de quimioluminicencia (Santa cruz Biotechnology.Ca.USA)
Lipopolisacarido de Salmonella enteritidis (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO.
Mi.USA))

Luteolina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Marcador de bases nitrogenadas (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)
Marcador de peso molecular (Santa cruz Biotechnology.Ca.USA. sc-2361)
Medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco (INVITROGEN Life Technologies.
Ca. USA)

Medio de cultivo de Hanks (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)
Membrana PVDF (Amersham Biosciences)

Nonident P-40 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Oligos de IL-1p3 sense, anti-sense (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)
Ortovanadato de sodio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)
Paraformaldheido (DIFCO Laboratories. Mi. USA)

Persulfato de amonio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Reactivos para RT-PCR (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)

Suero bovino fetal (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.)

Tiocinato de Guanidina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Trisma (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Tripsina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Triton 100X (J.T. BAKER.NJ. USA)

Tween (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)
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METODOS.

Poblacion de estudio: fibroblastos gingivales humanos (HGF) de paciente sano
gue acude a la clinica de cirugia maxilofacial de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

La toma de la muestra se realizé durante el tratamiento quirdrgico de extraccion de
terceros molares. La encia corresponde a la zona que rodea o cubre a los terceros
molares. El tamafio de la muestra fue de aproximadamente 0.4 cm? La
recoleccion de la muestra se llevé a cabo mediante el consentimiento informado al
paciente.

Criterios de inclusion. El paciente no presentd enfermedades sistémicas, y la
muestra de encia se encontré libre de inflamacion y/o cualquier otra patologia.

Cultivo de fibroblastos gingivales. El tejido obtenido durante el procedimiento
quirdrgico se colocd en solucién de Hanks (Invitrogen life technologies, Ca, USA)
posteriormente se realizaron 5 lavados con solucion de Hanks para eliminar
sangre proveniente del procedimiento quirdrgico. El tejido gingival se cortdé con
bisturi en fragmentos de 1 a 2 mm y se centrifugd. El sobrenadante se colocé en
cajas con medio Eagle modificado por Dulbecco (Invitrogen life technologies, Ca,
USA) suplementado con 2mM L-glutamina (Invitrogen life technologies, Ca, USA),
penicilina / estreptomicina / fungizona (Invitrogen life technologies, Ca, USA) 100
pg/ml, 100 pg/ml y 1 mg/ml respectivamente y 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor. El cultivo se mantiene en una atmosfera de 5% CO2 y 95%
aire y una temperatura de 37°C.

Aislamiento de proteinas totales. Todo el procedimiento se llevo a cabo en bafio
con hielo a 4°C, en la campana de flujo laminar. Las cajas de 6 pozos, con los
HGF adheridos y tratados, fueron retiradas de la incubadora y se aspiro el medio
de cultivo con pipeta pasteur. A cada pozo se le adicioné 500 pl de PBS +
Ortovanadato de Sodio 1mM, y se desprendieron las células con espatula de
plastico. Se transfirié la suspensiéon a tubos eppendorf, los cuales estaban
enumerados de acuerdo a las condiciones del ensayo. Se centrifugaron a 5000
rpm durante 10 min a 4°C. Se deseché el sobrenadante y se colocaron 20 pl de
buffer de lisis, (0.05 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0.5 M
PMSF, 10pg/ml leupeptina, 0.4 mM ortovanadato de sodio, 10 mM de fluoruro de
sodio y 10 mM de pirofosfato de sodio). Posteriormente se sonicaron las muestras
1 seg x 30 en bafio de hielo.

Se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford y se tomaron 30 pg/ml de
cada muestra para su hidrdlisis con solucion azul desnaturalizante (20% glicerol,
4% SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol y 1.25 M Tris-HCI pH
6.8; todos los reactivos se obtendran de SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi
USA) y se colocaron 5 min en bafio seco a 65°C.

Electroforesis desnaturalizante para proteinas. La separacion de las proteinas
se llevo a cabo por electroforesis con gel de Acrilamida (SIGMA-ALDRICH
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CHEMICAL CO. Mi USA) al 10% a 70 V. Para observar el peso molecular de las
proteinas se utilizd6 un marcador de peso molecular de 100 kDa. (Gibco)

Cambios en la expresion del RNAm de IL-1f3 por RT-PCR.

Para determinar el efecto de LPS y LTA sobre la expresiéon de IL-1B en
fibroblastos gingivales humanos, se realizaron experimentos dosis respuesta con
LTA por 48 hrs, o LPS por 24 hrs en concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1, 5y 10
png/ml, y posteriormente se realizaron experimentos curso temporal a 0, 12, 24y 48
hrs con LPS 1 pg/ml o LTA 5ug/ml.

Los efectos del &cido lipoteicoico sobre la induccion de IL-1p que estimulo el LPS
en HGF fueron medidos realizando experimentos en las siguientes condiciones: 1.
Células sin tratamiento; 2. LPS 1 pug/ml 1 por 24 hrs; 3. LTA 5 pg/ml por 24 hrs; 4.
Tratamiento con LTA 0.5 pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS
durante 24 hrs. 5. Tratamiento con LTA 1 pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo
1 pg/ml de LPS durante 24 hrs. 6. Tratamiento con LTA 5 pg/ml 30 minutos y
terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS durante 24 hrs.

Mediante ensayos de RT-PCR se determind la expresion de IL-1[3.

El RNA total se aisl6 de HGF. El RNA total (1ug) se transcribe en forma inversa
(RT) usando el equipo One Step RT-PCR (In vitrogen). La reaccién de la
polimerasa en cadena (PCR) se realiz6 utlizando los oligonucléotidos
5'GGCTGCAGTTCAGTGATCGTACAGS, (sentido codificante) y
5'AGATCTAGAGTACCTGAGCTCGCCAGTGAA3 , (Sentido anticodificante)
derivado del gene de IL-13 y 5TCCCTCAAGATTGTCAGCAA3' (Sentido
codificante) y 5-AGATCCACAACGGATACATT-3' (Sentido anticodificante)
derivado del gene de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Las
condiciones de la amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94°C por
1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extension a 72°C por 15 min. El PCR se
efectud por 35 ciclos y como resultado del RT-PCR se obtuvo una banda sencilla
de pares de bases para IL-13 y una banda sencilla de pares de bases para
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenada (GADPH) que se usé como control. La
identidad del fragmento se caracterizO por su tamafio aparente en geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Se realizaron dos experimentos por
separado de cada tratamiento.

Deteccion de la fosforilacion de la fosfoproteina p38, ERK 1 /2 e kB-a'y
expresion de COX-2 por medio de experimentos de
Inmunoelectrotransferencia (Western blot).

Para determinar el efecto de LPS y LTA sobre la fosforilaciéon de p38, ERK 1/ 2
e |IkB-a en fibroblastos gingivales humanos, se realizaron experimento curso
temporal con 1pg/ml LPS y 5ug/ml de LTA durante 0,10, 15, 30, 45 y 60 minutos
cada uno por separado. Mediante ensayos de Western-blot se determind la
fosforilacion de ERK 1 /2, p38 e kB-a.

Los efectos del acido lipoteicoico sobre la fosforilacion que estimulo el LPS en
HGF para las proteinas ERK 1 /2, p38 e IkB-a fueron medido realizando
experimentos en las siguientes condiciones: 1. Células sin tratamiento; 2. LPS 1
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pg/ml 1 por 10 min; LTA 5 pg/ml por 10 min; 4. Tratamiento con LTA 1 pg/ml 30
minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS durante 10 min. 5. Tratamiento con
LTA 5 pgml 30 minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS durante 10 min. 6.
Tratamiento con LTA 30 minutos y terminado el tiempo 10 pg/ml de LPS durante
10 min.

La expresion de COX-2 fue determinada mediante experimentos de tipo curso
temporal con 1lpg/ml LPS y 5ug/ml de LTA durante O, 2, 4, 6, 8, y 10 hrs ya que
esta proteina se expresa a tiempos largos.

Para determinar el efecto del acido lipoteicoico sobre la accién del LPS en COX-2,
se realizaron experimentos en las siguientes condiciones: 1. Células sin
tratamiento; 2. LPS 1 pg/ml 1 por 4 hrs; LTA 5 pg/ml por 8 hrs; 4. Tratamiento con
LTA 1pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS durante 4 hrs.
5.Tratamiento con LTA 5 pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS
durante 4 hrs. 6. Tratamiento con LTA 10 pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo
1 pg/ml de LPS durante 4 hrs.

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de
6 pozos. Después del estimulo, el medio se aspird y las células se desprendieron
ayudadas con espatulas de plastico en buffer de fosfatos salino (PBS) + 1 mM
ortovanadato de sodio, la muestra se centrifugd a 5,000 rpm durante 10 min y la
pastilla se coloco con 20 ul de buffer de lisis. La muestra se sonico (1s x 30) en un
bafio con hielo. Para el ensayo de Western blot se utilizaron 30 pg de proteina que
se mezclaron con solucién azul, la muestra se colocé en un gel al 10% SDS-
PAGE y se corrié a 70V por 1:30 hrs. Las proteinas celulares se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham Biosciences) 1 hr a 0.3 amperes y 5 V. Para
verificar que se transfirieron las proteina, las membranas se tifiieron con Rojo de
Ponceau (Sigma Chemicals Co.). Posteriormente la membranas se bloquearon
con 150 mM NacCl, 100mM Tris- HCI pH 7.8 (TBST) y 5% de suero albumina de
bovino por 1 hr, se lavaron y se incubaron con el anticuerpo primario. Se utilizaron
los siguientes anticuerpos: anti-fosfo-ERK (tirosina204), anti-ERK 1/2; anti-pp38
(Tyrl82), anti-p38, anti-COX-2 y anti-p-IkB-a (Santa Cruz Biotechnology). Las
membranas se bloquearon con solucion al 5 % de Suero albumina bovina en PBS,
y se incubaron durante toda la noche a 4°C y posteriormente se lavaron durante 3
ocasiones con TBST y se incubaron durante 2 hrs con el anticuerpo secundario,
HPR-conjugado raton IgG) 6 conejo IgG 6 cabra IgG (Santa Cruz Biotechnology).
Las bandas se revelaron utlizando el reactivo de quimioluminiscencia (Santa
Cruz Biotechnology) y la autoradiografia se obtuvo después de exponer la pelicula
durante 5 min. Para verificar que la fosforilacién de las proteinas ERK 1/2 , p38 e
IkB-a fuera inducida por LPS o LTA y no por existir cantidades mayores o
menores de la proteina en las diferentes condiciones, se utilizaron las formas no
fosforiladas de estas proteinas para que fuesen un control de carga, de la misma
forma para medir la expresion de COX-2 se utiliz6 como control de carga el
anticuerpo  y-tubilina. (Santa Cruz Biotechnology). Estos experimento se
realizaron en dos ocasiones por separado y la primera condicion de los
experimentos se tomé como basal y corresponden estadisticamente al 100%. Las
imagenes se analizaron con el sistema digital Lab-Works.
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Microscopia confocal para la Identificacién de la translocacion de NF-KB al
nucleo por Imnunocitoquimica:

La translocacion de NF-kB al nucleo inducida por LTA y LPS fue identificada
realizando experimentos en las siguientes condiciones: 1. Células sin tratamiento;
2. LPS 1 pg/ml 1 por 10 min; LTA 5 pg/ml por 10 min; 4. Tratamiento con LTA 1
pg/ml 30 minutos y terminado el tiempo 1 pg/ml de LPS durante 10 min.

Las células se crecieron en cubreobjetos con el LPS o LTA a los tiempos y dosis
indicados para el ensayo y se fijaron por 30 minutos con 2% de formaldehido en
PBS a 4°C y se lavaron durante 3 ocasiones con PBS. Posteriormente se
permeabilizaron durante 5 minutos con Triton X-100 en PBS y se lavaron durante
3 ocasiones con PBS. Para la visualizacion NF-kB las células se trataron durante 1
hr con anticuerpo anti-p50 diluidos en PBS, posteriormente se lavaron en cinco
ocasiones con PBS. Las células se incubaron durante 30 minutos con anticuerpo
IlgG acoplado a rodamina (Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron en dilucion
1:100 en PBS a 4°C. Se hicieron cinco lavados con buffer de fosfato salino y se
retiré la lenteja con el cultivo celular. Se coloc6 una gota de resina en un
portaobjetos y se coloco la lenteja. Se cubrieron las muestras con papel aluminio y
fueron mantenidas a una temperatura de 4°C. Se observaron las muestras en el
microscopio confocal. Los experimentos se repitieron en dos ocasiones por
separado. La primera condicion de los experimentos se tomé como basal y
corresponden estadisticamente al 100%.

Fosforilacion del receptor TLR-4 mediante inmunomarcaje.

Con la finalidad de determinar si el LTA tenia interaccion con TLR-4 se realizaron
experimentos tipo curso temporal a 0, 5, 15, 30, 45y 60 min con LTA 5ug/ml.

Las células se crecieron en cajas petri hasta confluencia se incubaron en medio
Eagle modificado por Dulbecco libre de fosfatos y posteriormente se marcaron con
[*P] (50 pCi) durante tres hrs. Las células se tratan con LTA a diferentes
tiempos. Se realizo el Wester blot y se utilizé un anticuerpo anti-TLR-4. El gel fue
desecado. La radiografia se obtuvo exponiendo durante 10 min y se revel6. Los
experimentos se realizaron por duplicado. La primera condicion de los
experimentos se tom6 como basal y corresponden estadisticamente al 100%.

Analisis de datos y estadistico:

Los experimentos se analizaron con el software Labworks el cual obtiene la
densidad optica. Se obtuvo el promedio de los experimentos y se compararon con
el control de cada caso, el cual se tom6 como el 100% del basal. Los datos
presentados corresponderdan a la media = error estandar del numero de
observaciones. Posteriormente se hizo un andlisis estadistico tipo t-de Student y
se obtuvo la diferencia de cada variable con respecto al control. Las diferencias
entre las medias se consideraran significativas cuando p< 0.05.
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13. RESULTADOS

LTA de S. sanguis o LPS de A. actinomycetemcomitans estimulan la
expresion de IL-1B en fibroblastos gingivales humanos.

Se observé un aumento en la expresion de IL-1( al tratamiento con LPS a partir de
una dosis de 0.1ug/ml para LPS y de 0.5ug/ml para LTA (Fig 1A). De la misma
forma se observa un aumento en la expresion de IL-1f3 a partir de 24 hrs para LPS
(1pg/ml) y de 12 hrs para LTA (5pg/ml) (Fig. 1B). Con la finalidad de determinar si
LTA bloguea la expresion de IL-1[ inducida por LPS, se realiz6 el tratamiento con
LTA en diferentes concentraciones por 30 min y posterior a esto se incubé el LPS
(1pg/ml) durante 24 hrs (Fig 1C). Los resultados demuestran una disminucion en
la expresion de IL-1f inhibida por LTA.
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Fig. 1 EFECTO DEL LPS Y LTA SOBRE LA EXPRESION DE IL-1p. Las células se crecieron en cajas de & pozos hasta
la confluencia. A) Setrataron con diferentes dosis de LPS por 24 hrs o LTA por 48 hrs; B) Las células fueron incubadas en
presencia de LPS(1ugfml) o LTA (Spa/ml) a diferentes tiempos, C) Seincubaron en las siguientes condicones: 1)Basal,
2V LPS (1 waiml) por 24 hrs. 3) LTA (5 g0iml) por 24 hirs &) Pretratamiento con LTA (0 5xgimlipor 30 minutos + LPS
{1pa/ml) por 24 hrs; 5) Pretratarmento con LTA {1 gg/ml) por 20 min+ LPS {(Tegfml) por 24 hrs; 6) LTA (5 pgiml) por 20
rmin +LPS {(1ug/ml) durante 24 hrs. Altermino de lareaccion se extrajo el RMNAse preparo para la reaccion de RT-PCR
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LTA de S. sanguis o LPS de A. actinomycetemcomitans estimulan la
fosforilacion de ERK Y.

Los resultados indican un aumento en el patron de fosforilacion dependiente del
tiempo, sostenido a mayor tiempo para LPS. Indicando que tanto el LPS (Fig. 2A)
como LTA (Fig. 2B) inducen la fosforilacion de ERK 1/2 en fibroblastos gingivales
humanos. Para saber si el LTA bloquea el patrén de fosforilacion de ERK 1/2
inducido por LPS. Las células se trataron durante 30 minutos con diferentes dosis
de LTA al término se incubé con LPS (1 pg/ml) durante 10 min. Los datos
demuestran una disminucién en la fosforilacion de ERK 1/2 observandose una
disminucion significativa a partir de una concentracion de 1 pg/ml (Fig. 2C).
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Fig. 2 EFECTO DE LPS Y LTA SOBRE LA FOSFORILACION DE ERK 112, Las células fueran incubadas en

presencia de A) LPS (Tgg/ml) o B) LTA Bagfml) a dferentes tiempos C) Las células fueron incubadas con LPS (lgafml) o LTA |
Spgdml) vy se realizaron tratamientos con LTA a diferentes  concentracionss durante 30 min y terminado 21 tiermpo se adiciono LPS
{Tpgfml) durante 10 min .
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LTA de S. sanguis o LPS de A. actinomycetemcomitans estimulan la
fosforilacion de p38.

Los resultados indican un aumento en el patron de fosforilacion dependiente del
tiempo. Indicando que tanto el LPS (Fig. 3A) como LTA (Fig. 3B) inducen la
fosforilacién de p-38 en fibroblastos gingivales humanos.

Para saber si el LTA bloquea el patron de fosforilacién de p-38 inducido por LPS,
las células se trataron durante 30 minutos con diferentes dosis de LTA y al término
se incubaron con LPS (1 pg/ml) durante 10 min. Los datos demuestran una
disminucién en la fosforilacion de p38 significativa a partir de una concentracion

de 1 pg/ml de LTA (Fig. 3C).
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Fig. 3 EFECTC DE LPS Y LTA SOBRE LA FOSFORILACION DE p 38. Las células fueran ncubadas en presencia de A) LPS
(1 pegfral) y B) LTA (Spg/mil) a diferentes tiempos. C) Las células fueron incubadas con LPS (Tpg/ml) o LTA (Sa0/ml) vy se realizaron tratamientos
con LT& & diferentes concentraciones durante 30 min v terrminado el tiempo se adiciono LPS (Tpg/ml) durante 10 min
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LTA de S. sanguis y LPS de A. actinomycetemcomitans estimulan la
fosforilacion de IkB-a y la translocacion de NF-kB al nucleo.

Los resultados indican un aumento en el patron de fosforilacion dependiente del
tiempo. Indicando que tanto el LPS (Fig. 4A) como LTA (Fig. 4B) inducen la
fosforilacion de p-IkB en fibroblastos gingivales humanos. Sin embargo la cinética
de fosforilacién es distinta a lo encontrado en la fosforilacion de ERK 1/2 y p38, ya
qgue en este caso el LTA mantiene un patron de fosforilacion a tiempos mayores.
Para saber si el LTA bloquea el patron de fosforilacion de p-1kB inducido por LPS.
Las células se trataron durante 30 minutos con diferentes dosis de LTA al término

se incubo con durante 10 min (1 pg/ml).

Los datos demuestran una disminucibn en la fosforilacion de p-lIkB-a
observandose una disminucién significativa a partir de una concentracion de 1
pg/ml (Fig. 4C). Para determinar si LTA Y LPS inducen la translocacion de NF-kB
al nacleo se estimulo con LPS y LTA. Para determinar el efecto de LTA sobre la
accion del LPS se incubaron las células con LTA 30 minutos y posteriormente 10
min con LPS 1pg/ml. Los resultados demuestran que LTA bloque los efectos de
translocacion de NF-kB inducidos por LPS. (Fig. 4D)
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Fig. 4 EFECTO DE LPS Y LTA SOBRE LA FOSFORILACION DE IkB-a y TRANSLOCACION DE NF-KB. Las células fueron
incubadas en presencia de A) LPS (1pgf/ml) v B) LTA (Spg/ml) a diferentes tiempos. ©) Las células fueron incubadas con LPS (Tpg/ml) o LTA
Beg/ml) vy se realizaron fratamientos con LTA a diferentes concentraciones durante 30 min y  terromado el tiempo se adiciono LPS {Tpgiml)
durante 10 min D) Las c#lulas se crecieron y tralaron para observar de NF-kB {p50). Basal En ausencia de fratarmento; LPS (1pgfml) por 10
minutas, LTA Supafml) durarte 10 minuta s, LTA «LPS J Tratarmiento can LTA Sggfmll por 30 mingtos + LPS (1 padfml) por 10 rminutos,
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LTA de S. sanguis y LPS de A. actinomycetemcomitans estimulan la
expresion de COX2 en fibroblastos gingivales humanos.

Los resultados indican un aumento en la expresion de COX-2 dependiente del
tiempo. LPS induce su expresion a las 4 hrs de tratamiento, mientras que LTA lo
hace a las 8 hrs. Indicando que tanto el LPS (Fig. 5A) como LTA (Fig. 5B) inducen
la expresion de COX-2 en fibroblastos gingivales humanos.

Con la finalidad de determinar si LTA inhibe la expresién de COX-2 inducida por
LPS, se realiz6 el tratamiento con LTA en diferentes concentraciones por 30
minutos y posterior a esto se incubo el LPS durante 4 horas. Los resultados (Fig.
5C) demuestran que LTA bloquea la expresibn de COX-2 a partir de una
concentracion de 1 pg/mil.
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Fig.5 EFECTC DE LPS Y LTA SOBRE LA EXPRESION DE CICLOOXIGENASA=2. Las células fueron incutadas
en presencia de A)LPS (Tug/myy B LTA (Spgfml) a diferentes iempos C) Las células fueron incubadas 2n aussancia
de agente o con LPS (Tpaiml)o LTA{ Spa/mly Las células se pretrataron con diferentes dosis de LTA por 20 minutos
y posteriormente con LPS (pg/ml) por 4 hrs.
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LTA de S. sanguis estimulan la fosforilacion de TLR4 en fibroblastos
gingivales humanos.

Los TLRs son una familia de receptores que estan asociados al reconocimiento de
patdégenos. TLR 2 reconoce a LTA y se ha reportado que TLR4 reconce a LPS.
Para determinar el efecto LTA sobre TLR4 se efectud el tratamiento con LTA
5mg/ml, a 5,15, 30, 45 y 60 minutos.
Los resultados muestran que el LTA propicia la fosforilacién del receptor TLR4 de
manera dependiente del tiempo (Fig. 6).
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Fig 6. FOSFORILACION IN ViVO DEL RECEPTOR TLR-. Las céllas se crecieran en cajas petn, hasta confluencia se
marcaran con [32P] (B0 pCi) durante 3 hes. A) Las células se incubaron a diferentes tizmpos con LTA (Spadml) B) Las células se crecieron en
lentejas se trataron con LTA (Spo/ml) por30 minotos y se procesaron con anticuerpo TLR-4.

14. DISCUSION
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La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica en la cual los efectos
nocivos de los productos bacterianos repiten un ciclo interminable agente causal-
enfermedad, ya que es la inflamacién producida por los productos bacterianos, la
responsable de la activacion de proteinas que remodelan el tejido periodontal y
promueven la resorcién 6sea, dando como consecuencia perdida de la insercién
del ligamento periodontal, a los 6rganos dentarios y también la perdida de soporte
de estos. 4943

Las principales bacterias relacionadas con las enfermedades periodontales son
microorganismos gramnegativos, facultativos, capnofilos o anaerobios, que estan
asociados a una placa madura. Y por otra parte, estudios clinicos indican que
sitios con valores altos de C. ochracea y S. sanguinis se relacionan con mayor
incremento del nivel de insercién luego del tratamiento periodontal. Estas especies
son grampositivas y se encuentran en etapas tempranas en la formacion de la
placa dentobacteriana.’

Las propiedades de los LPS de Gram-negativos Yy de los acidos lipoteicoicos
(LTA) de los microorganismos Gram-positivos son numerosas. Se ha demostrado
que los TLRs son los responsables del reconocimiento de  estructuras
bacterianas en macréfagos, fibroblastos gingivales humanos y neutréfilos, ya que
el sistema de defensa del huésped emplea a estos receptores como receptores de
reconocimiento a patdgenos, desencadenando una serie de cascadas de
seﬁgﬁ;&cién intracelular que tiene como productos la expresion de IL-1B3,TNF,
etc.™™

En investigaciones anteriores se ha reportado que el 4cido lipoteicoico actia como
un antagonista del lipopolisacarido dependiente de CD14 en fibroblastos
gingivales humanos y monocitos, disminuyendo la expresién de 1L-8%.

En esta investigacion decidimos estudiar el efecto del LTA de Streptococcus
sanguis en fibroblastos gingivales y determinar si este ligando inhibe la respuesta
inducida por del LPS de Agreggatibacter actinomycetemcomitans en HGF.
Nosotros demostramos en este estudio que el LTA tiene efectos antagonicos
sobre los mecanismos de transduccién del LPS.

La activacién de la familia de las MAKP es una de las mas rapidas repuestas
celulares que estimulan diferentes mecanismos, entre ellos la expresion de IL-1[3 .
Esta incrementa los niveles de prostaglandinas y estimula la produccién de COX2.

Entre los genes que se expresan por ligandos como el LTA o LPS en diversos
tipos celulares como macrofagos, neutréfilos, células epiteliales, células Kupffer y
HGF se encuentran citocinas proinflamatorias como IL-18 y PGE2'13 16,

Por otra parte la ciclooxigenasa es una enzima reguladora de la biosintesis de
prostanoides y existe una isoforma constitutiva COX-1, responsable de los niveles
fisiologicos de prostaglandinas y una isoforma inducible COX-,2 expresada de
forma rapida y temprana inducida después de un estimulo proinflamatorio, COX-2
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es expresada por células inflamatorias y es la responsable de los altos niveles de
prostaglandinas en enfermedades inflamatorias crénicas'. Nosotros encontramos
que estas moléculas se inducen al estimular HGF con LTAy LPS y que el LTA
bloquea la expresion de estas moléculas cuando las células se incuban en
previamente con este y posteriormente con LPS.

Una de las vias implicadas en procesos de proliferacion, apoptosis y diferenciacion
celular es la via de MAPK. ERK1/2 se distribuyen en toda la célula, pero bajo un
estimulo, una poblacién significativa de ERK1/2 tiende a acumularse en el nucleo.
Mientras que los mecanismos implicados en la acumulacion nuclear de ERK1/2
siguen siendo inciertos, la retencion nuclear, la dimerizacion, la fosforilacion, y el
incremento citoplasmatico, ha demostrado tener una funcién. Los mecanismos de
sefalizacion de ERK1/2 tienen efectos sobre la regulacién de la proliferacion de
celular™*®,

La cinasa p38 perteneciente a la familia de MAPK, muestra estar tanto en el
nucleo como el citoplasma de la célula. Algunas evidencias sugieren que después
de la activacion p38 esta se transloca del citoplasma al nucleo, pero otros datos
indican que p38 tiene actividad en el citoplasma. p38 participa en quimiotaxis,
exocitosis granular, adherencia y apoptosis entre otras funciones. Algunas
investigaciones, sefalan que el acido lipoteicoico induce la activacion de ERK 1/2
y p38.7%1819 Nosotros mostramos por primera ocasion que el LTA de S. sanguis
activa estas cinasas en HGF. La cinética de activacion de estas cinasas por el LTA
es similar a lo que ocurre en otros tipos celulares'®®.

NF-kB esta predominantemente localizado en el citoplasma, esta en forma de
complejo unido a un miembro de la familia de IkB (inhibidor de NF-kB), kB puede
regular la actividad de NF-kB. El incremento de NF-kB derivado del
desacoplamiento de la proteina IkB es un paso importante en expresion eficiente
de NF-kB, este es un factor de trascripcion implicado en la sobrevivenvia celular, y
la modulacién en la expresién de COX2, TNF y MMP-9%°%"28 Nuestros resultados
demuestra que LTA y LPS promueven la fosforilacion de de IkB-ay la
translocaciéon de NF-kB al nucleo, eventos que se ven bloqueados por el previo
tratamiento de LTA sobre la accién de LPS.

Los receptores tipo toll (TLRs) han sido estudiados ampliamente y se siguen
reportando su papel en al reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos. Una caracteristica de estos receptores es que pueden formar dimeros.
Se sabe que LPS tiene como receptor a TLR4 y que LTA tiene como receptor a
TLR2°®. Un blanco importante en la enfermedad periodontal son los fibroblastos
gingivales humanos, los cuales han demostrado expresar TLRs 1,2,3,4,5,6 y 9, de
los cuales el TLR-4 reconocer al LPS y el TLR-2 a LTA, activando una series de
cascgtflas de sefializacion que promueven la remodelacién de tejidos y la resorcidon
Osea’.

Tratando de investigar el efecto que tiene el LTA sobre los receptores TLR-4 se
marcaron fibroblastos gingivales humanos con [32Pi] y se trataron con LTA a
diferentes tiempos. Observamos un patrén de fosforilacion de manera dependiente
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del tiempo, sin embargo se deberan realizar un mayor nimero de experimentos
para corroborar estos datos.

Finalmente la forma en la que los mecanismos de transduccion que se activan
como respuesta del huésped en la enfermedad periodontal requieren de finos
mecanismos regulatorios que estan influenciados de forma multifactorial. De tal
modo que el estudio estas cascadas de sefializacion proveen de herramientas
necesarias para entender dichos mecanismos y desarrollar nuevos farmacos que
sean eficaces en el tratamiento de la enfermedad periodontal.



15. CONCLUSIONES.

En conclusién en este trabajo se determiné que tanto el acido lipoteicoico como
el lipopolisacarido inducen la expresion de IL-1B y ciclooxigenasa-2 (COX-2).
También se observa la fosforilaciéon de ERK 1/2, p38, IkB-a y la translocacion de
NF-kB al nacleo. Por otra parte el tratamiento previo con LTA, bloquea los eventos
de fosforilaciébn que desencadena el lipopolisacarido tanto para la fosforilacién de
las cinasas ERK 1/2, p38, IkB-a, asi como la translocacion de NF-kB al nucleo.

Por otra parte en experimentos realizados marcando con [32Pi] se observa que el
acido lipoteicoico induce la fosforilacion del receptor Toll tipo-4 de una forma
rapida y sostenida.

De acuerdo a lo anterior se demostré que el LTA de S. sanguis actia como

antagonista y agonista parcial de LPS de Agreggatibacter actinomycetemcomitans
en fibroblastos gingivales humanos.
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