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1. RESUMEN

Actinobacillus actinomycetemcomitans, es una bacteria cruciat como un
agente etiologico en la periodontitis juvenil y del adulto. La adherencia e invasion
de esta bacteria gram-negativa en células epiteliales gingivales representa un
paso wnportante en la patogénesis de la periodontitis, enfermedad que se
caracteriza por la destruccién de los tejidos de soporte del diente y resorcion de
hueso alveolar.

En esta nvestigacion se eswdid la adherencia de Actinobaciflus
actinomycetemcomitans a fibroblastos gingivales humanos asi mismo se
caracterizo el dafio a citoesqueleto celular y cuantifico la movilizacion de calcio
intracelular en respuesta al fendémeno de la adherencia.

Mediante la técnica de tincion de GIEMSA se observo la adherencia de A.
actinomycetemcomitans en cultivo celular primario de fibroblastos gingivales
humanos, la maxima adherencia se determind a las 6 horas de incubacion, el
ensayo se realizd en presencia o ausencia de manosa, ios resuliados muestran
que no se alterd significativamente el patron de adhesion de la bacteria a las
células 1o que nos sugiere que no participan fimbrias manosa dependiente en la
adherencia.

En el ensayo de tincion de Actina Fluorescente (FAS) se cbservo daiio al
citoesqueleto de fibroblastos gingivales por la adherencia de A.
actinomycetemcomitans.

Se observd que la presencia de la bacteria en los cultivos celulares
promueve la movilizacion de la concentracion de calcio intracelular detectada a
traves de fluorescencia utilizando el fluoréforo FURA 2 AM. Cuando se adicionan
27 x 10° bacterias se produce un aumento de 2 veces sobre la actividad basal y
este aumento continua después de tres horas de incubarse con las bacterias. Afin
de caracterizar si el aumento en la concentracion de calcio intracelular provenia del
reticuto endoplasmatico se utilizo dantrolene que es un nhibidor de esta poza de
calcio los resultados obtenidos no fueron satisfactorios por la fluorescencia
intrinseca de este compuesto.

Los resultados de esta investigacion muestran a la bacteria A
actinomycetemcomitans ¢omo un patdégeno importante que actia sobre los
fibroblastos gingtvales humanos que en sus fases iniciales es capaz de adherirse a
estas células, habria que explorar los mecanismos que emplea para Ia invasion
celular, hasta desencadenar sefiales intracelulares como la reorganizacion del
coesqueleto y la movilizacion de caicio. Este estudio sugieren  que A
actinomycetemcomitans es capaz producir dafio a un importante componente del
periodonto, la encia, y contribuir asi en el desarrollo de la enfermedad periodontal.



2. ANTECEDENTES

Desde hace mucho tiempo se ha establecido que la caries y la enfermedad
periodontal ocasionan el 97% de las extracciones dentales La pérdida dental
causada por canes es mayor durante la nifez y adolescencia, asi como la
enfermedad periodontal se considera la causa principal de mortalidad dental
durante la vida adulta. Al Cirujano Dentista le compete el conocimiento profundo
de este padecimiento, el andlisis de la etiologia juega un papel muy importante
debido a que es aqui donde podria encontrarse un punto en la prevencion de la
enfermedad.

Numerosas investigaciones se han dedicado al estudio de dicha
enfermedad, pero atn quedan muchas interrogantes ante la via de destruccion de
los componentes del periodonto y el papel de tas bacterias en el establecimiento y
desarroilo de la enfermedad.

Esta investigacién va encaminada a conocer el comportamiento que tiene
un componente primordial en el periodonto: los fibroblastos gingwvales, ante la
presencia de una bacteria que se ha relacionado con la enfermedad periodontal:
A. actinomycetemcomitans.

Se estudiaron las sefiales intracelulares que A actinomycetemcomitans
desencadena tras adherirse a los fibroblastos gingivales humanos, como el dafio
al citoesqueleto celular y movilizacion de calcio.

£1 estudio Bioquimico que se realizd ayuda a esclarecer el dano que
provocan las bacterias a los fibroblastos gingivales humanos. Con este estudio se
abre un nuevo conocimiento en la etiopatologia de esta bacteria en la periodontitis,

Se muestra ademas que el conocimiento Bioguimico es de suma
importancia; es el punto de partida para el estudio de ta sene de eventos gque
ocurren en las diferentes enfermedades bucales que presenta el paciente dentro
de la clinica odontolégica.



3. INTRODUCCION

La historia de la microbiologia bucal es paralela a la de [a microbiologia de la
enfermedad infecciosa en general. Muchos cientificos han estudiado los
microorganismos bucales para determinar su funcion en la enfermedad periodontal.
Se sabe que la enfermedad periodontal es producida fundamentalmente por
infecciones bacterianas, y los microorganismos causales se localizan sobre todo en
la encia 0 en las bolsas periodontales. De aqui 1a importancia del conocimiento
preciso acerca de la microbiota y de la interaccion con lo tejidos periodontales, esto
hace necesario primeramente conocer la anatomia, estructura y bioguimica de los
elementos que conshtuyen el periodonto, asi mismo el estudio de determinados
microorganismos involucrados con en la enfermedad periodontal y posteriormente
enfatizar en los cambios que éstos provocan en los componentes del periodonto.

3.1. PERIODONTO

Se denomina periodonto (Fig. 1) al conjunta de tejidos que rodean vy
soportan al diente. La estructura periodontal comprende desde e! punto de vista
anatomico: @40
1. Encia o gingiva
2. Ligamento pericdontal
3. Hueso alveolar
4. Cemento

Figura 1. Corte vestibulolingual que muestra los elementos del tepdo periodontal
{Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H y Pawlak E.A.)



3.1.1. ENCIA O GINGIVA

La encia es el tejido blando adyacente al cuello dental; este tejido se adhiere
al diente y reviste la porcion de la corona del hueso alveolar. ¥ Anatomicamente
se divide en:

Encia marginal: Es la parte de la gingiva situada alrededor del cuello
dentano. Tiene normalmente alrededor de 1mm y forma la pared externa del surco
gingival. Esta dividida por la cresta del margen gingival en dos vertientes: una
interna, que da contra el diente, y otra externa. La vertiente externa de la encia
marginal se encuentra cubierta por un epitelio escamoso estratificado, que en la
mayoria de los casos alcanza paraqueratinizacidn y, con menos frecuencia, una
queratinizacion completa. El epitelic de la vertiente interna carece de
queratinizacion, estc obedece a procesos inflamatorios. La encia marginal se
encuenira limitada en su extremo apical por el surco marginal, no siempre
claramente visible, que la separa de la encia insertada o adherente.

Surco gingival: Es la hendidura virtual situada entre el diente y la encia
marginal. Tiene una profundidad de 1 a 2 mm en caras libres y de 1 2 3 mm en
caras proximales. Histologicamente, el surco estd revestido de epitelio no
gueratinizado, que se extiende desde la cresta del reborde gingival hasta la zona
mas coronaria del epitelio de unidn.

Encia_insertada: Es la parte de la gingiva que se extiende entre la encia
marginal y la mucosa oral de revestimiento de la que la separa la linea
mucogingival. Esta unida firmemente al diente y al hueso alveoiar subyacente. Esta
mucosa se caracteriza por su superficie lisa y de color mas rojizo por la falta de
queratinizacién, no suele ser tan resistente a la friccion. La encia insertada tiene
una superficie punteada de color rosado y un ancho variable; es mas ancha en el
sector incisivo {3.5 a 4.5 mm) y disminuye hacia los sectores posteriores. Estos
dimensiones son menores en la mandibula. Por palatino la gingiva insertada se
continGia sin limite divisorio con ta mucosa palatina. Por lingual se continda con la
mucosa del piso de boca.

Papila_gingival: Es la parte de la encia que se sitba en el espacio
interproximal creado por los dientes adyacentes en contacto. Puede ser deprimida
en la zona central, debajo del punto de contacto, con dos papilas mas elevadas en
vestibular y lingual/palatino. La papila gingival esta integrada por gingiva marginal y
insertada en cantidades varmables, de acuerdo con el tipo de contacto de los
dientes contiguos. 2%

La encia esta consbtuida por un sector central de tejido conectivo fibroso
cubterto por un epielio escamoso estratificado. ®



Uruon dentogingival: La encia se une al diente por medio de sus dos tejidos:
epitelial y conectivo. El epitelio de union se localiza en la porcion apical al epitelio
delf surco y mide aproximadamente 1-2 mm de longitud. Este epitelio indica el nivel
de la insercion histolégica de la encia y esta formado por la reunion del epitelic
bucal con el epitelio reducido del esmaite durante la erupcion dental.

Histologicamente se observa que las células del epitelio escamoso
estratificado se unen entre si por medio de estructuras microscopicas llamadas
desmosomas, que proveen una unidn firme, al tiempo que permite a las células un
movimiento independiente para desplazarse a la superficie.

Las células epiteliales basales se unen al tejido conectivo subyacente por
medio de hemidesmosomas y una lamina basal. La union del epitelio al esmaite o
al cemento se hace por un medio similar que permite el desplazamiento de las
células del epitelio de unidon, que sufren un continuo recambio, hacia su
descamacion en el surco gingival, y el pasaje del fluido gingival. (Fig. 2}

Fluido gingival: El surco gingival y la union epitelio-diente son bafiados por
un fluido gingival o crevicular, proveniente del tejido conectivo y que tiene una
doble funcion: a) lavaje y arrastre mecanico de particulas tisulares o externas
introducidas y b) defensa inmunitaria, por la presencia de anticuerpos. Se
descubrio mediante analisis con inmunoelectroforesis que por lo menos siete
proteinas plasmaticas diferentes estan presentes en este liquido, se han
identificado o-1 y «-2, asi como Bglobulinas y yglobulinas y fibronectina. En la
inflamacion gingival, fa velocidad del flujo hacia el exterior se incrementa; este
liquido no se considera como un simple infiltrado de los tejidos con metabolismo
normal, sino como exudado inflamatorio, debido a la casi invariable presencia de
reaccion inflamatoria en el margen gingival y de neutrdfilos en el liguide del surco.
El fludo gingival es de origen inflamatorio y existe también en gingvas
clinicamente sanas. La cantidad det fluido gingival varia en relacidn directa con el

grado de inflamacion gingivat.
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Figura 2. Corte histologico vestibulolingual def tejdo perodontal en la cara facial del diente
(Tomada de Fundarmentos de Penodoncia. Haag P H. y Pawlak EA))



Teido _conectivo _gingivalr El tejido conectivo estd constituido
fundamentalmente por:

- Fibras de colageno. Las fibras de colageno soportan el reborde gingivai y lo
mantienen unido al diente y al hueso aiveolar subyacente. Las fibras de colageno
forman fuertes cordeles que unen y sostienen los tejidos, dando origen a unidades
funcionales. Existen por lo menos cuatro tipos de colagena. que se diferencian de
acuerdo con su composicion de cadenas alfa, éstas se clasifican como a-1y a2,
ademas, las cadenas a-1 se subdivide de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos a lo largo de su extension, en "tipos” | a IV. La estructura basica dela
colagena tipo | consta de tres cadenas polipeptidicas enrolladas entre si, formando
la molécula basica de colageno. Las moléculas se agregan por los lados, dando
lugar a filamentos de coldgeno que se acumula, a su vez, para formar la fibrilla de
colageno. Las fibras de colageno de la encia estan compuestas por numerosas
fibrillas, unidas entre si por los proteoglucanos. “°

- Sustancia fundamental intercelular. Esta entidad esta formada principaimente
por mucopolisacaridos y glucoproteinas. Estas sustancias contribuyen a la
regulacion de la distribucion del agua, electrolitos y metabolitos en los tejidos.

- Células. La célula principal es e fibroblasto (Fig.3), que sintetiza colagena,
elemento basico del tejido conectivo; otras células son  mesenquimatosas
indiferenciadas, mastacitos y macrofagos.

Figura 3 Micrografia electromca de un fibroblasto. N. nucleo M. Mitocondria, G. Complejo
de Golgi. REG Reticulo endoplasmico granutar COL. Fibras colagenas (Tomada de
Histologia Basica. Junguewa L.C y Carnero J.)



-Vasos sanguineos. La vascularizacion del tejido periodontal proviene de fas ramas
de las arterias alveolares superior e inferior. Las porciones superficiales de esios
vasos se observan con facilidad a través de la mucosa vestibular y lingual: las
ramas de las arterias alveolares penetran en el tabique interdentario o surgen del
ligamento periodontal, lo que contribuye al aporte sanguineo gingival; estas ramas
se anastomosan con la periésticas y forman el lecho vascular de la encia. El aporte
nutricional del epitelio gingival se da a través de terminaciones capilares en grupos,
debajo de la membrana basal. La mayor parte de los vasos en el tejido conective
gingival son arteriolas, capilares y pequefias venas. E! transporte de sustancias
entre el sistema circulatorio y los tejidos se lieva a cabo a través de la pared capilar
en la medida de los requerimientos de una parte en particular en un momento
dado. Eldrenaje linfatico suele ir paralelo al vascular. (Fig. 3)

- Nervios. La inervacion de la encia procede de las ramas maxitar y mandibular del
nervio trigémino, 4%

Anastomdsys de los
vasos sanguineos

Cermento
Hueso Alveolar

Artena suprapetidstica- i

Artena del ligamento__, ~
penodontal

Figura 4. Vascularizacian de! tejido pericdontal (Tomada de Fundamentos de Pertodoncia.
Haag P.H. ¥y Pawlak E.A)

3.1.2. CEMENTO

Es el tepdo mesenquimatico calcificado, bastante similar al hueso en sus
caracteristicas fisicoguimicas y estructurales, que cubre la raiz anatomica del
diente y permite gue las fibras del ligamento periodontal se adhieren a éste. Si se
elimina la insercion del tejido conectivo, no se forma cemento en la superficie
radiculas, ya que las células que lo sintetizan se encuentran en el ligamento



periodontal. Hay dos tipos de cementos: el cemento acelular o primario y &l
cemento celular o secundario. E! cemento acelular cubre los dos tercios coronarios
de la raiz y no contiene células, mientras que el cemento secundario, es mas
wregular y contiene células llamadas cementocitos. Ambos tipos de cemento estan
constituidos por una matriz interfibrilar calcificada v fibrillas colagenas. La insercidn
de las fibras principales del gamento periodontal en el cemento, se hace por
medio de la incorporacion en el cemento de los extremos de fibras principales. Esta
porcion de la fibra se llama fibra de Sharpey™'?

La nutricion del cemento se produce principalmente wmediante los
cementocitos vy sus prolongaciones anastomesadas, y proviene de la superficie

periodontal, y en escasa proporcion por via dentinaria. El cemento tiene poca
actividad metabdlica.

L.a unidén amelocementaria es un sector de gran interés puesto que es donde
con frecuencia se realiza el tratamiento pericdontal basico de raspaje y alisamiento
radicular. Segln la relacion entre esmalte y cemento, se pueden encontrar tres
situaciones diferentes: en la mayor parte de los casos el cemente cubre el borde
apical del esmalte, otras veces el cemento y esmalte hacen contacto sin

encimarse, y con menos frecuencia, no llegan a ponerse en contacto dejando una
franja de dentina descubierta. ¥

El espesor del cemento es disminuye en la region cervical y va aumentando
hacia el apice; los maximos se encuentran en las zonas apicales y furcaciones,
donde hay mayor cantidad de cementocitos. Ei espesor aumenta con la edad en
relacion con la erupcion continua del diente.®

3.1.3 LIGAMENTO PERIODONTAL

Es el tejido fibroso que une diente y hueso. Sus funciones mas imponantes
son: @) mecanica, dan soporte al diente, permiten movimientos de éste dentro de
los alveoclos y amortiguan la presion ejercida al hueso durante la masticacion, b)
genética, formadora de hueso y cemento y c)nutritiva y sensorial, al proveer
nutricion e inervacion al cemento y hueso. ¥ (Fig. 5)

Este tejido esta formado en su mayor parte por fibras colagenas llamadas
fibras perodontales, que se disponen en los siguientes grupos.

-Fibras crestadentales: se extienden desde la cresta dsea, en direccion
oblicua hacia Ja corona. Su funcién principal es impedir la extrusion del diente.

-Fibras oblicuas: ocupan la mayor parte del ligamento penodontal y siguen
una direccién oblicua hacia apical de huesc a cemento Sirven para detener la
intrusion del diente.

-Fibras apicales: ocupan las zonas apicales en forma radial. No existen en
raices incompletamente formadas.

-Fibras de transicion: son pequefios grupos horizontales entre los haces
anteriores. ¥




La célula mas comin en el ligamento periodontal es el fibroblasto,
encargado de sintetizar colageno. Ademas, contiene células encargadas de formar
y reabsorber cemento (cementoblastos y cementociastos, respectivamente) y de
formar y destruir hueso (osteoblastos y osteoclastos, respectivamenta). También
contiene los lamados restos epifeliales de Malassez, que son remanentes de la
vaina de Hertwing después de que ha terminado su funcion medeladora de la raiz
que se localizan en pequefios grupos cerca de fa superficie cementaria,

El espesor del ligamento es menor en las cercanias de fa union del tercio
medic con ¢l tercia apical de la raiz con soporte dsea (140 a 180micrones), llega

un maximo en la zona cervical (200 a 240 micrones) y alcanza niveles intermedios
en la zona apical {150 a 180 micrones).

El espesor del ligamento periodontal varia con la funcién del diente. Tiene
valores minimos en ¢l diente fuera de oclusion, llega a duplicarse en el diente en
funcién intensa ya que las fuerzas que se ejercen sobre la corona del diente son
transmitidas por el ligamento periodontal al hueso en forma de tensiones. Ademas
desempefa un papel importante un mecanismo hidrodinamico consistente en una
especie de amortiguador hidraulico. Bajo la presion de las fuerzas oclusales el
espacio periodontal es comprimido, lo que provoca el desplazamiento del fiuido

tisular existente en el ligamento periodontal, a través de las formainas de la cortical
alveolar, haca los espacios medulares vecinos. “*9
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Figura 5 Grupos principales de fibras del igamento periodontal y fibras de Sharpey
(Tomada de Fundamentos de Periodoncra, Haag P.H. y Pawlak E A.)



3.1.4. HUESO ALVEOLAR

Es la parte de los huesos maxitares supenor ¢ inferior que forma los
alvéolos dentarios y que se continda con el resto de la estructura dsea.

El hueso alveclar esta constituido por una matriz colagena calcificada, con
osteocitos encerrados en espacios denominados lagunas. Los osteocitos tienen
prolongaciones que se anastomosan, y traen oxigeno y sustancias nutritivas a las
célutas. Las dos terceras partes de la estructura osea estdn formadas por
minerales (calcio, fosfato, carbonatos, etc.) en forma de cristales
ultramicroscopicos de hidroxiapatita, @ ©

La matriz 0sea, lamada también osteoide, es depositada por osteoblastos,
que gradualmente quedan encerrados en la malriz que se va calcificando y pasan
a ser osteocitos. La reabsorcion del hueso esta a cargo de las células llamadas
osteoclastos las cuales son grandes, multinucleadas y aparecen en erosiones de
la superficie 6sea llamadas Lagunas de Howship.

£l hueso en general es un tejido en permanente remodelacion, siempre con
areas de formacion y de destruccion. El equilibrio entre formacion y reabsorcion
mantiene la forma y estructura del tejido éseo.

En el hueso y zonas vecinas se distinguen: a} la cortical alveolar, zona de
hueso compacto que forma el alvéolo; b} el esponjoso perialveolar, y ¢) la cortical
externa del maxilar.

La cortical alveolar limita el espacio periodontal y esta formada por: a)
hueso de insercion, de origen periodontal, que da insercidn a las fibras principales
del ligamento perodontal y b) hueso de sostén, de origen medular, cuya funcién
salo es la de refuerzo del anterior.

El esponjoso perialveolar aparece en cantidades variables, de acuerdo
con la zona anatomica de que se trate. Consiste en trabéculas 6seas que limitan
espacios mas o menos amplios de médula adiposa. La densidad depende de
factores de funcion, asi los dientes sin antagorusta tienen un espPoONjOsSc MENOS
denso, y de factores de tipo general (deficiencias nutritivas u otras) que pueden
provocar una reduccion de la densidad del esponjoso al ser requendo el calcio de
sus trabéculas para otras funciones, esta reduccion se produce en el hueso de
soslén yrara vez en el hueso de insercion.



Anatomicamente el hueso alveolar termina por debajo del limite

amelocementario, lo que permite la insercidn de fibras gingivales y crestodentales
en la franja cementaria no cubierta por hueso. La forma del tabique dseo
interdental depende de la distancia entre los dos dientes adyacentes, de la

convexidad de sus caras proximales y de la altura relativa de sus limites
amelocementarios. ‘2
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3.2. ENFERMEDAD PERIODONTAL

La periodontitis es una enfermedad que afecta los tejidos se soporte del
diente. La enfermedad periodontal se caracleriza por la presencia de lesiones
inflamatorias gingivales, con formacion de una bolsa periodontal que provoca
movilidad de los dientes y como consecuencia la pérdida dental. (Fig. 7)

Al persistir la irritacién bacteriana de la gingivitis, el proceso inflamatorio se
va propagando y afecta las estructuras mas profundas. Entonces se observa la
desintegracién de las fibras transeptales, y la insercion epitelial prolifera en sentido
apical, se desprende at mismo tiempo del diente a su nivel coronal y asi se forma
la bolsa pericdontal. El desarrcllo de la bolsa es un signe patognomonico de la
periodontitis. En esta etapa el infiltrado inflamatorio se halla concentrado en el
tejido conectivo perivascular que envuelve a los vasos sanguineos interdentarios,
el cual se extiende a través de los tabiques dseos interdentarios. La resorcion
Osea ocurre en la region interdentaria dando lugar a deformaciones en forma de
copa. La evolucidn progresiva de la pericdontiis acaba en la resorcidn
generalizada del hueso alveolar de soporte 3! destruccion progresiva de Ia
conexion o insercion del ligamento periodontal. !

Ei mecanismo exacto de la formacion de la bolsa no se conoce por
completo, pero Page y Schroeder han clasificado las distintas fases patcgénicas
de la siguiente manera:

1. Lesion inicial. Las caracteristicas de la lesion inicial son la vasculitis de
los vasos sanguineos siluados en la profundidad del epitelio de unidn, el aumento
del flujo de liquido gingival, el movimiento de leucocitos hacia el epitelio de union y
el surco gingival, las proteinas séricas extracelulares, las alteraciones de la cara
coronaria del epitelio de unidn vy la pérdida de fibras colageno alrededor del vaso
sanguinec gingival.

2. Lesion precoz. La lesién precoz se caracteriza por una exageracion de
las caracteristicas de la lesion inicial, la presencia de células linfaticas por debajo
del epitelio de unidn, a cuyo nivel se concentra la inflamacién aguda, las
alteraciones fibroblasticas, una mayor destruccion de las fibras de colageno
gingival y ia proliferacidn precoz de las células basales del epitelio de union.

3. Lesion establecida, En este tipo de lesion las manifestaciones
inflamatorias agudas persisten, con un predominio de las células plasmaticas; las
inmunoglobulinas se acumulan en el espacio extravascuiar; se observa una
destruccién de las fibras de coldgeno, una proliferacidn con migracion apical y
extension lateral del epitelio de unidn, asi como una formacion precoz de bolsas
periodontales; sin embargo, no se ohserva una pérdida apreciable de hueso.

4. Lesion avanzada, La lesidén avanzada es tipica de la periodontitis vy se
caracteriza por la progresidn de la lesion establecida, su extension at hueso
alveolar y al ligamento periodontal, con la consiguiente destruccion dsea, pérdida




de las fibras de colageno adyacentes al epitelio de la bolsa, fibrosis de las areas
mas periféricas, presencia de células plasmaticas alteradas, formacion de bolsas
periodontales y signos generalizados de respuesta inflamatoria e
inmunopatologica. Desde el punto de vista clinico se considera que la periodontitis
avanzada es una profundizacion de la bolsa periodontal asociada con presencia
de exudado y aumento pautatino de la movilidad de los dientes "
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3.2.1. ETIOLOGIA

Investigaciones tanto clinicas como experimentales sobre la enfermedad
periodontal inflamatoria en el hombre sugiere que las bacterias son el factor
etiologico principal {Fig. 8). Aunque, la reaccidon del huésped también es
importante en la patogénesis de la enfermedad pernodontal. @

Figura 8. A. Patrén tipico de acumulacion de a placa B. Depasitos de placa en paciente
con periodonttis. (Tomada de Fundamentos de Percdoncia. Haag P H y Pawlak E.A.)

Numerosas investigaciones han documentado el hecho de que la placa
bacteriana es el agente etioldgico en la mayoria de las formas de enfermedad
periodontal; por tanto es una enfermedad con varias lineas de evidencias que
justifican su indole infecciosa.

En pomer lugar, se cuenta con estudios de higiene bucal tanto
longitudinales como transversales, que correlacionan el incremento de la gravedad
de la periodontitis con el de acumulacion de placa. Es bastante claro que la placa
supragingval y la subgingival son directamente responsables de la iniciacion y
progresion de la enfermedad periodontal ' La construccion de ia placa puede
ocurrir como resultado de la agregacion de bacterias, o de una union interbactenal
de especifico apareamiento de diferentes especies bacteranas que benefician asi
una interaccion ecoldgica. Es probable que la placa supragingwval influya
fuertemente en el crecimiento, acumulo y potencial patogénico de la placa

subgingival, especialmente en las fases tempranas de la gingivitis y la periodontitis
{141



La ecologia subgingival es diferente en la superficie dental, en donde
predominan bacilos y cocos gram-positivos; en el exudado de la bolsa; y en el
epitelic internc de ke bolsa en donde predominan espiroquetas, bacilos y
flamentosos gram-variables. La interaccion célula-célula con coagregacion
bacteriana de actinomycetes y organismos gram-negativos asi como bacteroides
han sugerido a varios investigadores la posibilidad que actinomycetes puede ser
un marcador para fa transicion de la microflora marcadamente gram-positivo de la
placa. a una microflora gram-negativo.** Las proporciones relativas de las zonas
de la placa subgingival parecen estar relacionadas con la naturaleza y actividad de
la enfermedad, presentes en una bolsa en particular.

La segunda linea de evidencia que justifica la indole infecciosa de la
enfermedad periodontal, se refiere al tratamiento de la periodontitis destructiva. La
terapéutica que reduce el numero total de microorganismos de ta placa y elimina
ciertas especies microbianas se correlaciona con la mejoria clinica.

Una tercera linea de evidencia se encuentra en los estudios de Ila
patogenicidad de bacterias de placa especifica. Las clasicas teorias que trataban
del pape! de la placa dental sugerian que la placa consistia en una masa
bacterrana compleja y homogénea, que conduciria a la enfermedad al permitirse
su crecimiento. Posteriormente se descubrio que la composicion bacteriana de la
placa asociada con lugares sanos es diferente de la placa asociada con lugares
enfermos Incluso mas importante fue el hecho de que podia asociarse una flora
microbiana caracteristica con enfermedades periodontales clinicamente diferentes.
Las respuestas clinicas frente a las bacterias de la placa son variadas, con
diferencras en ef grado y naiuraleza de la inflamacion, la forma de la lesion, su
localizacion en ‘a cavidad oral y la formacion de pus vy calculo. Se estan realizando
intentos para relacionar la sintomatologia clinica con el tipo de Microorganismos
presentes, aunque los progresos realizados son todavia limitados. "* El concepto
de especificidad bacteriana, formalmente descrito por Loesche en 19786, sugiere
que formas especificas de la enfermedad periodontal tienen etiologias bacterianas
especificas. ¥

Par otro lado 1a patogenicidad se relaciona con la habilidad de las bacterias
para producir factores de virulencia. Los microorganismos periodontopaticos
producen una vanedad de factores patogénicos y de virulencia, que estan sin duda
relacionados con todas las fases del proceso patoldgico.

Tedricamente la presencia de las enzimas bacterianas capaces de producir
la degradacion de un sustralo que se sabe es componente del huesped sugiere
que las bacteras bucales tienen la capacidad potencral de alterar ¢ destrnuir, por
medios directos, los componentes tisulares del huésped



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

Un ejemplo de estimulantes inflamatorios son las endotoxinas que se
encuentra habitualmente en bacterias gram-negativas. Son sustancias complejas
formadas por lipidos, polisacaridos y una sustancia proteiniforme. Estudios han
demostrado gue la porcion lipidica provoca la resorcion Osea U™ ) aumento en fa
cantidad de endotoxinas en el exudado subgingival ha sido relacionado con el
aumento en la intensidad de la inflamacion tanto clinica como histologicamente.
Un hecho también significativo es que el cemento de dientes humanos con
periodontitis contiene cierta cantidad de endotoxinas con actividad biologica. Quiza
es esta aclividad la que inhibe la adherencia in vifro de los fibroblastos a la
superficie de las raices. '

Existen productos toxicos bacterianos que producen ia despolimerizacion
del acido hialurénico de la sustancia intercelular de cemento, como son las
hialuronidasas, que podria favorecer la separacion de las células epiteliales, esta
separacion podria ayudar a la penetracion de las bacterias o de sus productos en
los tejidos o alterar el equilibrio liquido del tejido conectivo.

En cuanto a las proteasas, el efecto de la colagenasa bactenana puede ser
muy importante, puesto que la proteina fibrosa principal del sistema fibroso
periodontal, del hueso y de los tejidos conectivos es la colagena. La colagenasa
del huésped, liberada de los granulocitos y de las células mononucleares como
resultado de una respuesta inflamatoria gue se piensa es liberada por irrtantes
bacterianos, es una fuemte pnncipal de actividad colagenoliica en el tejido
periodontal de los seres humanos. {'”

La salud periodontal se mantiene con el equilibrio entre la resistencra del
huésped y la virulencia bacteriana esté a favor del huésped.

El conocimiento de los microorganismos especificos que se encuentran en
las diferentes formas de enfermedad periodontal ha sido fundamental para
comprender la respuesta del huésped hacia ellos.

Muchas respuestas del huésped son peculiares. pues en ellas participan
anticuerpos o reacciones inmunitanas celulares dirigidas a antigenos bactenanos
especificos



Los componentes del sisterma inmunitario que se ha comprobado que
operan en una u otra de estas fases de la patogenesis de la enfermedad
periodontal son:

-El sistema_inmunitatio_secretono, en las gue participan las células del tejido
Iinfoide y anticuerpos secretorios, prncipalmente 1gA.

-Eje neutrdfilos-anticuerpo-complemento, en este sistema participan los neutrdfilos
y las células plasméticas, anticuerpos IgG, y el sistema de complemento
especialmente C3.

-Eje_linfocito-macréfago-linfocina, en este sistema participan las células T y B
efectoras, macrofagos y monocitos.

En la fase de colonizacion, la inhibicion de la adhesidon por medic de
anticuerpos puede desempefiar un papel decisivo; los anticuerpos del tipo igA
secretor pueden ejercer efecto en los microorganismos que colonicen primero.
Después al presentarse inflamacion gingival, los anticuerpos del liguido gingival,
podran limitar mas colonizacion de la zona subgingival por microorganismos
periodontopatogenos. Los anticuerpos ejercen su efecto en la colonizacion
mnhibiendo la adhesion de los microorganismos. Asimismo, los anticuerpos
derivados del plasma lgG e IgM o producidos localmente en el liquido gingival
pueden conducir a una actividad bactericida mediada por anticuerpo-complemento
o0 a la opsonizacion con remocion mediante fagocitosis.

Se piensa que el eje neutrofilo-anticuerpo-complemento lleva a cabo un
pape! protector claro contra las bacterias periodontales patogénicas; en primer
término por fa habilidad de este sistema para limitar la penetracion del tejido por
parte de los microorganismos. Hay evidencia considerable de que los neutrdfilos
son importantes en la proteccion contra fa microflora periodontal. Por ejemplo la
rapida alteracion en los lejidos periodontales que sufren los pacientes con
periodontitis juvenil localizada, en los que se encuentra disminuida la quimictaxis
neutrofila.

Frecuentemente los microorganismos periodontopaticos con frecuencia
poseen factores de virulencia que les permite evadir los mecanismos protectores
de los neutréfilos.

Por otro lado, el gie Infocito-macrdfago-linfocina tiene un potencial de
ejercer efectos patologicos y puede contribuir a fa pérdida de tepdos periodontales
que se observa en la fase destructiva. Los linfocitos activados por antigenos o
mitogenos de los patégenos periodontales pueden estinular la produccion de
lnfocinas. La estmutacion de los macrofagos, ya sea por productos baclerianos o
por la linfocina interleucina-2, da como resultado la produccion de colagenasa, que
ocasiona disolucién de la colagena histica La estimulacion de los macréfagos por
linfocinas vy productos bacterianos puede conducir a la produccion de especies



reactivas de oxigeno que son toxicas para las células locales. Ademas, los
macrofagos  estimulados  pueden producir interleucina-1 y PGE;, los que
intervienen en la resorcion osea. (Fig. 9)

Los linfocitos hiperreactivos o macrdfages, ya sean determinados de
manera genética o activados localmente, pueden acelerar la destruccion
periodontal, {1PI4E)
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Figura 9. Colonizacion bacteriana y el papel de la proteina CD14 en la respuesta al
huésped. Las toxinas de la cubierla bacteriana en particular los lipopohsacardos (LPS})y
las proteinas (PROTEIN) son la torma de comunicacion mas imporlante entre la placa
dentobacteriana y el huésped (TOOTH SURFACE). Las vesiculas hberadas de la
superficie de la placa dentobacteniana inleraccionan con los monocitos {(MONOCYTE) y
las céltas no mielcides { ENDOTELIAL)Y. La activacion directa del endotelio por
lipopolisacéridos puede ocurrnr como una activacion indirecta por la bacteria con los
monocitos 1o que promueve |a liberacion de citocinas. El resultado de estas interacciones
promueve la salida de leucacitos {LEUKOCYTES) del torrente sanguineo a los tefidos
contiguos a fin de remover el estimulo bacteriano. Estos eventos producen aclivacion de
las moléculas de acdhesion intracelular (ICAM), prostaglandinas (PGE2), integrinas {CR3,
CD11/CD18-P integnn) Tomado de Endotoxina in Health and Disease Brade Heimut



3.2.2. CLASIFICACION

PERIODONTITIS DEL ADULTO

La periodontitis del adulto aparece a partir de los 35 afos y puede ser
localizada en dientes aislados o generalizada, afectando toda la denticion.
Climcamente se manifiesta por bolsas periodontales, pérdidas de la insercién y del
tepdo dseo, y eritema y/o tumefaccion de [a encia, que sangra con frecuencia por
el roce. En las fases mas avanzadas se observa también movilidad dental. Otra
manifestacion son las recesiones. La gravedad de la periodontitis del adulto se
corresponde directamente con la acumulacion de la placa y de los calculos
dentales. La progresién de la pérdida de insercién suele ser escasa en la
periodontitis del adulto.

No se han descrito defectos inmunes en los pacientes con periodontitis det
adulto. Los titulos de 1gG y/o de IgA en el suero contra Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Actinobacitlus
actinomycetemcomitans, Treponema vicentii o Treponema denticola suelen ser

elevados en los pacientes con periodontitis del adulto, debido a la integridad de las
defensas inmunes.

PERIODONTITIS INCIPIENTE PRECOZ

PERIODONTITIS PREPUBERAL

La perodontitis prepuberal se inicia con la erupcion de los dientes
temporales y suele afectar después los permanentes. Puede ser localizada o
generalizada.

La forma localizada muestra escasos signos clinicos de inflamacion gingival
y solo afecta ciertos dientes. La velocidad de destruccion histica es mas lenta que
en la forma generalizada. No se conoce bien la etiologia de este trastorno, pero se
sospecha de un defecto en la resistencia del paciente a la accion de los
microorganismos de la placa. En esta forma, los defectos leucocitarios afectan

tanto a los leucocitos polimorfonucieares como a 1os mononucleares, pero nNo a
ambos al mismo tiempo. 2

La periodontiis prepuberal generalizada se caractenza clintcamente par
una inflamacion grave, con resorcion osea alrededor de la denticion temporal que
determina su caida prematura. (Fig. 10) También se afecta a veces la dentadura
permanente, pero dado el pequefo nimero de casos publicados, 1a nformacion
sobre los efectos de esta enfermedad es bastante limitada. Los pacientes con este
frastorno suelen manifestar deficiencias  de los leucocitos polimorfonucieares y
mononucleares La enfermedad se asocia a abscesos frecuentes, infecciones
respiratonas altas y otitis media. "%



Figura 10. Periodontitis prepuberal en una mia de 6 afios.
(Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H y Pawlak E.A))

PERICDONTITIS JUVENIL

La periodontitis juvenil es una forma poco frecuente de periodontitis que
aparece en adolescentes y se caracteriza por la rapida destruccion del hueso
alveolar con signos minimos de inflamacion. Suele ser de caracter hereditario. Se
discute sila herencia es autosémica recesiva o dominante ligada al cromosoma X.
Se clasifica como localizada y generalizada, segun su distribucion en la
dentadura.(Fig. 11)

La forma generalizada afecta, por lo general, toda la denticion. Se asocia
con frecuencia a enfermedades sistémicas. Sin embargo, también se observa en
sujetos sin enfermedad sistémica aparente y se caracteriza por la pérdida
progresiva de tejido periodontal, migracion patologica de los dientes, aumento de
la movilidad dental y formacion de bolsas periodontales.

La forma localizada se caracteriza por la destruccidn rapida de hueso
alveolar y la formacién de bolsas infradseas profundas que afectan tipicamente los
incisivos y primeros molares permanentes. Las manifestaciones clinicas gingivales
suelen ser muy poco llamativas Si se comparan las iesiones pericdontales de 10s
j6venes con las del adulto, se observa una cantidad minima de placa y calculo
dental en la periodontitis juvenil

No se ha confirmado la patogenia concreta de la periodontitis juvenil y se
desconocen adn los factores etioldgicos, aunque se piensa que la causa principal
es de origen bacleriano aunada a una respuesta anomala del hueso.



La presencia de dos microorganismos capaces de producir una destruccion
rapida del tejido periodontat es frecuente: Actinobaciflus actinomycetermncomitans y
Capnocytophaga sputigena. En los pacientes con periodontitis juvenil se observa
gran numero de Actinobacillus actinomycetemcomitans en los sitios de lesidn, pero
no en sitos adyacentes sanos. £sta bacteria no se ha encontrado en igual cantidad
en boisas periodontales de pacientes con otre tipo de perodontitis. Estos
pacientes desarrollan altos niveles de anticuerpos en suero, saliva y fluido
crevicular contra A. actinomycetemcomitans comparado con los bajos niveles de
anticuerpos que se observa en pacientes con ofros tipos de enfermedad
pericdontal. Estudios realizados en el tratamiento de la enfermedad periodontal
consistentes en la eliminacion de A. actinomycetemcomifans de sitios
subgingivales esta relacionada directamente con [a mejoria clinica. ©

Las respuestas quimiotactica de los granulocitos neutrofilos disminuye en el
70-75% de los pacientes con periodontitis juvenil. En cambio, los monocitos se
afectan con menor intensidad. La fagocitosis bacteriana por parte de los
neutrofilos se halla también limitada esto puede relacionarse a los factores de
virulencia de Acfinobaciflus actinomycetemcomitans que invaden los mecanismos
de defensa del huésped a fravés de una leucotoxina la cual puede destruir
leucocitos polimorfonucleares. ™

Los enfermos con periodontitis juvenil suelen mostrar titulos elevados de

igG, lgA yio IgM contra Actinsbacilius actinomycetemcomitans y Capnocytophaga
sputigena, ¥

Figura 11, Penodontitis juvenil de una muchacha de 16 anos. (Tomada de Fundamentos
de Pencdoncia Haag P H y Pawlak E.A )



PERIODONTITIS RAPIDAMENTE PROGRESIVA

La periodontitis rapidamente progresiva, es una enfermedad en la que se
produce una reabsorcion osea intensa en un periodo de tiempo muy breve.
Aparece en cualquier momento entre la pubertad y los 35 afios de vida, y suele
afectar toda la denticidn. La gravedad de las lesiones se comresponde
directamente con la acumulacion de la placa y del calculo dental. La progresion de
la enfermedad es episddica, alternando periodos de exacerbacion y de remision.
Las caracteristicas clinicas de la fase aguda de la enfermedad comprenden una
inflamacion gingivat extensa, con sangrado inmediato y aspecto aframbuesado del
tejido. La fase latente se manifiesta por aspecto normal de la encia y la insercion
del tejido a los dientes, aunque persista la pérdida 0sea avanzada y las bolsas
periodontales profundas, La fase activa suele acompafiarse de malestar general y
perdida de peso. “%

£l 85% de los pacientes muestra una reduccion de la quimiotaxis de los
neutrdfilos y el 74%, una disminucion de la de los monocitos.”’ La flora bacteriana
asociada a esta enfermedad ng se ha identificado totalmente, pero se han
implicado los siguientes patdgenos: bacilos gram negativos, anaerobios,
asacaroliticos, sobre todo algunas especies de Bacteroides, A.
actinomycetemcomitans y probablemente especies de Capnocytophaga.™®

Se conocen varias enfermedades sistémicas asociadas a la destruccion del
tejido periodontal que pueden predisponer a la periodontitis rapidamente
progresiva o relacionarse con ella. Algunos ejemplos son la diabetes mellitus, el
sindrome de Down, la enfermedad de Crohn, la neutropenia. “%

PERIODONTITIS REFRACTARIA

La periodontitis refractana es toda enfermedad resistente al tratamiento no
guirdrgico convencional o quirdrgico. En la periodontitis refractaria se observan
pérdida de la insercion y perdida 6sea, a pesar del tratamiento © Se considera
que, wgualmente, A. actinomycetemcomitans esta asociado a algunos casos de
periodontitis refractana. *



3.3. ADHESION BACTERIANA

Las superficies y las criptas de varias zonas de la cavidad oral estan
colonizadas por distintas colecciones de bacterias: los dientes, el dorso de la
lengua, la mucosa bucal y las fisuras gingivales.

los nutrientes disponibles para este amplio espectro de especies
bacterianas dentro de la cavidad oral incluyen los componentes de la dieta, el
fluido gingival, los componentes de la saliva y los mebatolitos sintetizados por 10s
organismos asociados. Las diferencias en los tipos de micreorganismos ascciados
en diversos lugares dentro de la cavidad oral parecen ser principalmente
atribuibles a su adhesidn selectiva a diferentes superficies bucales. Debido a la
corriente de fluidos orales y la exposicién de nuevas superficies epiteliales por
descamacion, la adherencia bacteriana es el primer paso esencial para la
colonizacion. Por tanto, las especies de bacterias que en principio colonizan las
estructuras orales estan determinadas principalmente por su adhesividad hacia
una superficie en particutar. “®

3.3.1. ESTRUCTURA Y METABOLISMO BACTERIANO.

.a rayoeria de las bacterias son estructuras de un didmetro aproximado de
tum. Se distinguen morfaldgicamente: cocos de estructura esférica. bacilos de
estructura alargada, vibriones, espirilos y espiroquetas de estructura curva. Las
estructuras que se observan en el ctoplasma son ta region nuclear, los ribosomas,
los mesosomas y, en ciertas ocasiones, unos granulos irregulares formados por
sustancias de reserva: glucogeno ¢ polimetafosfato.

La cubierta celular que rodea al citoplasma estd compuesta de una
membrana citoplasmatica y una pared celular rigida. Los organismos gram-
negativos presentan ademas una membrana externa y un espacio periplasmatico
(que contiene ia pared) entre 1as dos membranas.

Los organismos gram-negativos tienen una pared mencs gruesa que la de
los organismos gram-positivos v suelen presentar filamentos proteicos que se
proyectan hacia el exterior (fimbrias)

La tincion de gram es esencia! para la identificacion de la mayoria de las
bacterias de imporlancia clinica. Aunque la mayoria de 1as bacterias se tifen
imcralmente de color vicleta, sdlo las gram-positivas retienen el colorante basico
{cristal violeta) durante los siguientes pasos, por tanto, las gram-negativas se
decoloran debido a la accidn del disolvente organico y presentan finalmente, €l
calor del colorante de contraste, que es mas tenue (safranina}.

La superficie externa de diversas baclenas posee una gran vanedad de
componentes y estructuras no esenciales para el crecimiento, pero de las que
dependen en gran medida las interacciones de su entorno.



Flagelos. Muchos bacilos y bacterias curvadas poseen flagelos que les permiten
moverse. Un flagelo consiste en un largo filamento de moléculas de una proteina
glabular (flagelina) agrupadas formando una cadena helocoidal compacta; que se
proyecta hacia el exterior de la superficie.

Fimbrias {pili); adhesinas. La mayoria de las bacterias gram-negativas poseen
otras estructuras filamentosas complementarias, denominadas fimbrias o pili. Se
trata de estructuras cilindricas rigidas y compuestas de pilina (peso molecular
17.000-25.000 daltones), una proteina altamente hidréfoba y densamente
agregada en forma de cadena helocoidal. Las fimbrias se pueden separar de las
células pero se regeneran rapidamente al seguir creciendo la célula.

Se ha demostrado que las fimbrias crecen por adicion del material en su
base. Ademas la pilina se sintetiza en forma de precursor con una secuencta de
lider que es eliminada en el momento de penetrar en la membrana, formandose el
pili a partir de las proteinas procesadas en ta membrana.

En cada célula hay varios cientos de fimbrias, que funcionan como
adhesinas encargadas de mediar la adhesion a superficies especificas. Por lo
tanto, desempefian un papel en patogénesis. Las bacterias pueden fluctuar
rapidamente entre sus formas con fimbrias (Fim+} y sin ellas (Fim-), mediante un
mecanismo reversible de regulacion genética. En el primero de estos estados, se
favorece la colonizacion inicial, perc también aumenta la sensibilidad de
fagocitosis; por ello, su pérdida tras fa colonizacion parece favorecer la invasion
tisular.

Una bacteria puede poseer diferentes tipos de fimbrias de distinto grosor y
longitud, especificidad antigénica, secuencia proteica y especificidad por el
receptor glicoproteico del hospedador al que se unen, quizas analogo a los
mecanismos de reconocimiento antigeno-anticuerpo. La adherencia de la bacteria
tiene una interaccion especifica en el cual las macromoléculas en la superficie de
ia bacteria se une a estructuras complementarias {ligandos) en la superficie de los
tejidos del huésped. Existen fimbrias sensibles a manosa, que son aquellas en las
gue la manosa inhibe la hemoaglutinacion uniéndose competitivamente a los
receptores celulares del hospedador. Parece ser que la adhesina puede no ser la
piina, sinc una proteina especial situada en el extremo. La mayoria de las
adhesinas son lectinas; (proteinas con una alta afinidad hacia hidratos de carbono
especificos). En algunos casos la bacteria tiene en su superficie enlace
carbohidrato proteina que sirve como de unidon a los microorganismos a su
correspondiente glucoconjugante en la superficie de los tepdos del huésped, P4¥4¢!

Capsulas. Las capsulas son geles difusos que pueden llegar a formar una capa
de lima. Las capsulas son especialmente importantes en bactenas patdgenas, ya
que las protegen de la fagocitosis. No todas las capsulas estan formadas por
polisacaridas. Algunas bacterias poseen capsulas palipeptidicas sencillas.

Region nuclear. Esta estructura carece de membrana nuclear, se denomina
nuclecide, en lugar de nicleo. El nucleoide se define comao ia region que carece
ge nposomas y constituye, aproximadamente, 10% del volumen celular total. Los



estudios genéticos y ta microscopia electronica tras lisis suave demuestran gque las
bacterias contienen un cromosoma {nico, circular y cermrado covaleniemente. El
nucleoide contiene aproximadamente un 60% de DNA, un 30% de RNA y un 10%
de proteinas.

Pared celular. La pared es una de las capas gque constituyen la cubiera
bacteriana, y entre sus funciones se encuentra el mantenimiento de la forma de la
célula y la proteccion frente a la lisis osmdtica. Aungue ef componente principal
responsable de la rigidez es el peptidoglucano, la pared también contiene cadenas
de otros compuestos unidas covalentemente. La estructura del peptidoglucano es
muy parecida en todas las bacterias; la columna vertebral es una cadena de
glucano, un disacarido formado por uniones alternantes de N-acetilgusoamina y su
&ter lactico, el N-acetiimuramico; el acido muramico se encuentra exclusivamente
en e peptidoglucano bacterianc. A cada disacaridoc se encuentra unido un
tetrapéptido con aminoacidos L y D alternantes, y el grupo carboxilo (COOH)
terminal de cada tetrapéptido estd unido mediante un enlace peptidico al grupo
amino (NH; )} de un tetrapéptido de la cadena glucano vecina.

Membrana citoplasmatica. La membrana citoplasmatica de las bacterias
(denominada también membrana interna en las gram-negativas) consiste
principalmente, en un mosaico de proteinas incrustado en una bicapa de
fosfolipidos cuyos grupos polares quedan expuestos sobre ambas superficies.
También contiene pequeias cantidades de lipido portador un decaprenol-P, y en
algunos organismos, cadenas de poli-B-hidroxibutirato y polifosfato que lo
atraviesan formando poros a través de los cuales se produce el transporte de
iones. La membrana citoplasmatica bacteriana lleva a cabo varias funciones; entre
fas que se encuentran la concentracion activa de nutrientes y iones, la sintesis de
lipidos, la secrecion de proteinas y el transporte electrénico.  Se han detectado
mas de 100 proteinas diferentes. Hay enzimas de membrana que solamente son
activas cuando se encuentran asociadas a un fosfolipido especifico. Los
componentes apolares de los lipidos de membranas bacterianas son,
fundamentatmente, acidos grasos con cadenas de entre 14 y 18 atomos de
carbono, saturados o monaoinsaturados, los procariotas no poseen cadenas
poliinsaturadas.

Membrana externa. Los lipidos que predominan en la lamina interna de la
membrana externa son fosfatidos, mientras que en la lamina externa el lipido
predominante es el ipopolisacarido. El LPS, también denominado endotoxina, es
responsable de la toxicidad de la cubierta celular gram-negativa. La membrana
externa (ME) contiene menor cantidad de proteinas, que la membrana interna.
Una funcion importante de 1a ME es actuar como tamiz molecular, permitiendo
solamente 1a difusion de moléculas relativamente pequefas. Por ser mas solida
que la membrana interna presenta mayor resistencia a la distorsion y a la sohucidn
por detergentes o solventes organicos, y es menos permeable a las moleculas
hidrofobas, entre las que se encuentran diversos antibioticos. %



Se ha comprobado gue las necesidades de nutrientes de las diferentes
bacterias son muy variables, existen algunas bacterias con fuentes nutricionales
complejas. Sin embargo, la mayor complejidad de sus necesidades no implica que
su metaholismo sea también mas complejo: por el contrario, todas las bacterias
elaboran sus acidos nucleicos y proteinas a partir de las mismas piezas.

Necesidades organicas, Para que el carbono fluya desde la via glucolitica hasta el
ciclo de los acidos tricarboxilicos es necesana la incorporacion de CO; al piruvato.

Presencia de gxigeno (O) . Las bacterias presentan importantes diferencias en
cuanto al efecto de la presencia o ausencia de O, Existen bacternas aerobias
estrictas:; necesitan O, y no son capaces de llevar a cabo una fermentacion eficaz.
Existen anaercbios estrictos; solo crecen en ausencia de O.. Los organismos
facultativos pueden crecer en ausencia de aire, pero también pueden respirar,
sintetizan un conjunto de enzimas fermentativas o respiratorias, dependiendo de
las condiciones de su entorno.

Temperatura, presion osmotica y pH. La mayoria de las bacterias puede crecer en
un rango de temperaturas de 30°C o aun mayor. Las bacterias que crecen en
células mamiferas tienen una temperatura optima de crecimiento de entre 37°C y
44°C. Las bombas de membrana de las bacterias adaptadas a crecer en
diferentes rangos de pH estan ajustadas de tal manera que el pH interno se
mantiene proximo a la neutralidad. E! rango de pH en el que pueden crecer la
mayoria de los microorganismos abarca 3 0 4 unidades.

La mayoria de las bacterias pueden crecer en un amplio rango de presion
osmotica gracias a la rigidez de su pared. %

METABOLISMO ENERGETICO

Fermentaciones

La fermentacion es el proceso metabdlico en el que los compuestos
organicos actian simultaneamente como donadores y como aceplores de
electrones.

Una reaccion de fermentacion debe estar ajustada: el grado de medio de
oxidacion, es decir, et nimero de moles de C, H y O debe ser igual en los
productos que en los sustratos. Por ejemplo:

CgsH120¢ — 2 Q3H503(CH3CHOHCOOH)
Glucosa Acido lactico
CsH120s — 2 CHaCHOH + 2 CO;p

Glucosa Etanol



Algunas fermentaciones estan basadas en la via glucolitica (Embden-
Meyerhof). Esta via genera ATP dos veces: la primera, en {a oxidacion del
gilceraldehido-3P (triosa-P) por el NAD®, y mas tarde, en la conversion del P-
enolpiruvato en piruvato. Para que la reaccidn de fermentacion éste ajustada y
para poder reciclar el NAD, el NADH gue se produce en la oxidacion neta a
piruvato debe volver a oxidarse a expensas de algin otro sustrato. Con este
objeto, los microbios han desarrollado diversas vias, gue dependen de la
disponibilidad de nutrientes. Como en cada fermentacion la mayoria de la glucosa
se convierte en un Gnico producto 0 en unos pocos, este proceso representa,
cuantitativamente, a principal actividad biogquimica del organismo fermentador.

Aungue el lactato y etanol son productas comunes de las fermentaciones
microbianas, no son los Gnicos posibles. Por ejemplo existen algunas bacterias
capaces de producir butanc! y acetona.

En la mayoria de los microorganismos otras hexosas aparte de la glucosa
pueden entrar en glucélisis después de ser transformadas por diferentes enzimas
en un derivado fosforilado (Fig. 12). Los disacaridos entran a la ruta glucolitica
después de haber sido hidrolizados por diferentes enzimas a monosacaridos. “%

£n la fermentacion lactica el piruvato se reduce a lactato sin formacion de
gases. Existe la fermentacion homolactica, en la que Gnicamente se produce
lactata. En  la fermentacidn heterolactica se aobtienen como productes finales
cantidades aproximadamente iguales de lactato, etancl y CO;.

En la fermentacion aicohdlica el piruvato se convierte en CO, v
acetaldehido, que después se reduce a etanocl en una reaccion acoplada a NAD.

En la fermentacion acidomixta (formica) el piruvato se descompone (Sin
oxidacion ni reduccion neta) en formiate y aceti-CoA. De aqui el piruvato se
reduce a partir de dos vias que consumen [H]: a) formacidn de etancl a partir de
acetil-CoA vy b) reduccién a succinato.

En la fermentacion butilenglicolica se produce acetil-P y formiato, como en
la fermentacion mixta, sin embargo, el aceptor de electranes es la acetoina,
formada por dos moléculas de piruvato que después se reducen a butilenglicol.

En la fermentacién butirico-butilica primeramente se producen acetii-CoA,
dos [H] y CO; Después se condensan dos grupos acetilo. El acetil-CoA sufre
varias reducciones en diferentes proporciones hasta producir acetona,
isopropanol, acido butirico y n-butanal.

En ta fermentacién propidnica se reducen dos moles de lactato, via
oxalacetato y succinato, produciéndose propionato.
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Figura 12. Participacion del acido pirdvico en la formacion de un gran numero de
compuestos reducidos a partir de la glucosa. Las letras representan los grupos de
bacteria que sintetizan estos compuestos: A-C Bacterias lacticas; H Bacterias propionicas;
B-G Entercbacterias; C, D, E, F grupo butilico y acetona. {Tomado de Oral Microbiclogy
and immunology Nisengard and Newman.Ed. Saunders)

Ciclo de los acidos tricarboxilicos

La oxidacién completa transforma a los compuestos organicos en COs y
H,O. En la ruta mas habitual, el piruvato procedente de la via glucolitica es
oxidado a acetil-Coa y COy, v el acetil-CoA formado es oxidado mediante el ciclo
ATC en un proceso denominado respiracion final. En la respiracion, cada molécula
de glucosa produce 10 veces mas energia libre y 18 veces mas ATP que en la
fermentacion. (Fig. 13)

En cada uno de los pasos oxidativos el ciclo ATC, se utilizan un par de
hidrogenos de los sustratos para producir FAD o NAD®, pero no se forma
directamente ATP. Estos cofactores reducidos son finalmente oxidados por el O;
en el proceso de transporte de electrones, que es donde se obtiene la energia
procedente de la respiracion en forma utilizable.
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Figura 13. Rutas de energia de ATP a partir de una molécula de glucosa y las diferencias

entre la respiracién aerobica y anaerébica. (Tomado de Oral Micrebiclogy and
immunclogy Nisengard and Newman.Ed. Saunders)

Ciclo de los ATC de Krebs y, dentro del mismo, derivacion del glioxilato. En estas
dos reacciones el ciclo de glioxilato se conserva el carbono, mientras que en las
dos reacciones descarboxilativa del ciclo ATC se pierde carbono en forma de CO..
El ciclo del glioxilato proporciona sintesis neta de compuestos de 4C a los
organismos que crecen unicamente en presencia de acetato, para sustituir a los
compuestos derivados hacia las vias biosintéticas.

Transpore de electrones

En las bacteras aerobias los electrones procedentes de diversos donadores
son conducidos por el NADH o por una flavoproteina hasta el sistema de
transporie de electrones (TE}, en el que la mayor parte de energia se aprovecha
para producir ATP (fosforitacion oxidativa). %!




3.4.2. CITOESQUELETO CELULAR

El citoesqueleto estd compuesto por tres principales tipos de filamentos
proteicos: microtibulos, microfilamentos  y  filamentos intermedios. Los
microfilamentos son polimeros de actina que junto con una largo numero de
uniones de actina y proteinas asociadas constituyen la actina del citoesqueleto.
(47M44Y 5 actina existe ya sea en forma monomérica (G-actina) o en forma
polimérica (F-actina). Cada molécula de actina puede unirse a ATP, hidrolizarlo a
ADP después de incorporar una molécula de actina al polimero. Los polimeros se
ensamblan espontaneamente por interacciones de tipo no-covalente entre las
subunidades monoméricas. El paso que limita la velocidad de polimerizacion es la
nucleacion, la union de la primeras subunidades genera un nuevo filamento. Los
filamentos de actina son estructuras polimerizadas, y la cinética de polimerizacion
para cada extremo final es diferente. E! extremo final denominado Elus (barba)
crece mas rapidamente que el extremo final designado minus (punta).®®

En células mamiferas, la actina del citoesqueleto es requerida para la
motilidad y la remodelacion de la superficie. Regula los cambios de la forma
celular durante la mitosis. Es esencial para varias actividades de contraccion,
como la contraccion muscular o la separacidn de la célula hija durante la
citoquinesis; controla la interaccion célula-célula y célula-sustrato junto con la
adhesion de moléculas; y participa en sefiales transmembranales, endocitosis, ¥
secrecion. Se ha estudiado también la participacion de la_actina en la division
nuclear asi como en el movimiento y posicion de organetos. %!

ta union de actina del citoesqueleto es regulada a multiples niveles,
incluyendo la organizacién de mondmeros de actina a polimeros de actina y la
superorganizacion de polimeros de actina a una red de filamentos. Un largo
nimero de proteinas unidas a actina regulan el ensamblaje de actina por control
de la formacién de filamentos y entrecruzamiento de la red de actina. Las
actividades de estas proteinas son frecuentemente moduladas por sefales
moleculares de calcio (Caz‘) o por segundos mensajeros derivades del
fosfatiditinositof. ©"%

Plegamiento_de actina. Se ha observado que mondémeros de actina puros son
capaces de polimerizarse espontaneamente in vitro por o que es necesario su
plegamiento a través del complejo CCT.®¥

Polimenizacion de actina La disponibilidad de monomero y la polimerizacion con la
preexistencia de filamentos es regulada por las uniones monoméricas y por la
formacion de una capsuia y finaimente por el corte de proleinas de los filamentos
de actina. Un importante regulador de la concentracion intracelutar de actina
monomeérica es la profiina, la cual modula la polimerizacion de actina en
respuesta a sefales de fosfatos de inositol. Gelsolina, vitina, fragmina, adseverina
y scinderina comprenden una familia de proteinas estructuraimente relacionadas
que son capaces de cortar filamentos de actina. Estas proteinas seccionan
flamentos de actina, de una manera Ca* dependiente. La fragmentacidn de



filamentos puede servir como nueva nucleacién y permiten una rapida
repolimerizacion en respuesta a futuras sefiales. La actividad de estas proteinas
cortadoras es inhibida por la unidn de fosfatdilinositol 4.5 bifosfato
[P|(4,5)P2] (54)(55)

Entrecruzamiento de actina. La superorganizacion de polimeros de acltina en una
red de filamentos es mediada por el extremo de unidon de actina o por el
entrecruzamiento de proteinas {(a-actina, filamina, fimbrina y vilina). Varias
isoformas de a-actina existen en el anguio de las mfurcaciones entre los
filamentos de actina o en uniones entre filamentos de actina paralelos que
generan haces de actina. La actividad de entrecruzamiento de c-actina es
incrementada por fosfatidilinositol cuatro fosfato [P1(4)P] o por fosfatidilinositol 4, 5
bifosfato [PI{4.5)P2] vy algunas isoformas son dependientes de Ca®. La filamina
también entrecruza filamentos de actina, pero en contraste con «-actina, su
actividad es disminuida por uniones a fosfatidilinositol. %

Nucleacion de actina. Las miltiples funciones de la actina del citeesqueleto es
determinante para que los filamentos de actina no se generen azarosamente ni
uniformemente por toda la célula, mas bien en sitios discretos de la membrana
pltasméatica.

La adhesion focal y las uniones adherentes son complejos asociados @ membrana
que sirven como sitios de nucleacidén para los filamentos de actina y como
interaccion entre el exterior de la célula y la actina del citoesqueleto. La adhesion
focal media la adhesién célula sustrato y consiste de receptores de tipo integrina
que se unen a la matriz extracelular y se asocian intracelularmente con complejos
proteicos que contienen talina, vinculina, actina, paxilina, tensina, zyxina, y la
cinasa de adhesion focal (FAK). Las uniones adherentes particpan en la
interaccion célula-célula y consisten en agrupaciones de caderinas gue son
complejos intracelulares con proteinas como vinculina, w-actina, catenina, ERM
(ezrina, radixina, moesina) y filamina. Muchas de estas proteinas contienen sitios
de union a fosfatidilinositol y es probable que sean punto de senales para
diferentes vias intracelulares. Las proteinas Arp pueden mediar la nucleacion de
actina por servir como una plantilla de actina. ©7

Movimiento de actina. El movimiento de los filamentos de actina con la célula es
controlado por la miosina. La miosina es una proteina motora que interactua con
los polimeros de actina y que traduce energia de la hidrolisis del ATP a fuerza
mecanica y movimiento. Se han distinguido hasta la fecha 13 clases de miosinas.
{ as miosinas estan involucradas en la separacion celular, son requeridas para el
transporte de ciertas vesiculas secretoras a lo largo de los cables de actina de la
célula madre a la hija. Se han implicado en el control de los receptores que
median fa endocitosis y en la organizacion de la actina del citoesqueleto.®®

Sefiales de la actina del citoesqueleto por Rho GTPasas. Estudios en celulas
mamiferas nan demosirado que Rho GTPasas son la llave de regulacidn de




sefiales extracelulares o estimulos intracelulares y el ensamblaje y organizacion
de la actina del citoesqueleto.

Las proteinas Rho (Ras homéloga) pertenecen a la superfamilia Ras de pequefias
GTPasas. &

La alta plasticidad del citoesqueleto es a menudo alterada por la entrada de
patagenas a la célula, normalmente no fagocitica, y en algunos casos durante la
diseminacion de estos patégenos en las células y tejidos. La actna del
citoesqueleto juega un rol critico durante la infeccion. (80

Muchos microorganismos patdgenos tienen la capacidad de inducir su
propio conducto en las células mamiferas no fagociticas. El proceso de entrada
es similar a la fagocitosis y requiere reorganizacion de la actina del citoesqueleto
subyacente a la membrana plasmatica en donde contacta el patdgeno. La
alteracion del citoesqueleto por una bacteria patégena durante la entrada puede
ser dividido en dos mecanismos generales de acuerdo ai tipo de cambios que
ocurren en la célula huésped. Estos mecanismos (zipper o cremallera y trigger &
gatillo) fueron propuestos para particulas fagociticas . Ef modelo Zipper emplea la
interaccion de un ligando bacterial con un receptor en fa célula huésped. En
contraste los patdgenos clasicos del modelo trigger activan respuestas que
provocan el rizamiento de la membrana inducido por factores de crecimiento. (Fig.

14)
®)le — =

"TRIGGER"™ MECHANISM "ZIPPER" MECHANISM

Salmonelia typhimuriurn Listerla monocytogenes

Figura 14. Mecanisma de fagocitosis inducida por patdgenos bacteriangs.
Salmonella induce pliegues en las membranas celulares y Listera se interna en forma de
zipper. (Tomada de Mengaud et al 1996. E cadherin is the receptor for internalin, a
surface protemn required for entry of Listerra monocytogenes into epithehal cells Cell 84;
823-032)

Entrada Via Zipper o cremallera

Listeria monocytogenes agente etiolagico de listerosis, tiene la capacidad
de entrar a una gran variedad de células mediante la via zipper. Dos proteinas de
superficte bacterial estan involucradas en la entrada de esta bacteria a Jas células,
InlA (iInternalina) y InlB InlA es una proteina de 80-kDa gue contiene una region
rica en lucina repetida (LLRs). se sabe que InlA es suficiente para la entrada
bacterial ©%




El receptor de InIA es E-caderina, una glucoproteina de 110-kDa
responsable para la adhesidn célula-celula Ca® dependiente. La regién
extracelular de £-caderina consiste en 5 médulas. La porcion citoplasmatica de E-
caderina esta asociada con las cateninas, las cuales interactian con la actina del
citoesqueleto. La presencia de 1a_porcion citoplasmatica es esencial para las
fuertes interacciones célula-célula.

La fosforilacion en residuos de tirosina y ios reacomodos del citoesqueleto
son necesarios para la entrada regulada por las proteinas InlA y por IniB;
inhibidores de tirosin quinasa (genistein) e inhibidores de la polimerizacion de
actina (citocalasina D) impiden la mternalizacion bacterial. Las quinasas
involucradas no han sido identificadas. Otras proteinas necesarias para la
entrada, perc no para la adhesion son: fosfatidilinositol, la fosfatidil inosito! 3-
quinasa (Pi-3quinasa) y p85, p110. La enzima Pl 3-quinasa es activada en la
entrada bacterial, conduciendo un rapido incremento en los productos lipidicos de
Pl 3-quinasas. Esta activacion requiere InlB, la fosforilacién de proteinas en
residuos de tirosina en la célula huésped y la asociacion de p85 con una o mas
proteinas fosforitadas en tirosina. El pretratamiento de las células huésped con
citocalasina D no impide la activacién de P! 3-quinasa, esto sugiere que la
estimulacion de esta quinasa se produce por la adhesion bacterial extracelular y
precede 2 los reacomodos del citoesqueleto. Recientemente se ha demostrado
que en plaguetas, los productos lipidicos de P! 3-quinasa pueden directamente
afectar el ensamblaje por e encapsulamiento de los extremos de los filamentos de
actina. También se sabe que Pl 3-quinasa puede interactuar con pequeiias
GTPasas Ras y esta interaccion puede estar involucrada en los cambios
citoesqueletales necesarios para la entrada.

Entrada por la via tipo trigger 6 gatilio

En Salmonella, a diferencia de Listeria, los mecanismos de entrada parecen
ser mas complejos. En el sitio bacterial, mas de 20 productos genéticos son
necesarios para este tipo de entrada. En el citoplasma celular, se produce un
inicial contacto de Saimonella typhimurium sobre la superficie celular 1o que activa
una respuesta dramatica en la superficie de células epiteliales, caracterizado por
largas proyecciones membranales similares a los pliegues, ondulaciones inducido
por algunos factores de crecimiento u oncogenes. El reacomodo del citoesqueleto
culmina en la formacion de las proyecciones de la membrana plasmatica que
conduce a un sumergimiento y una entrada pasiva de otra bacteria o de particulas
localizadas cercanamente a estas membranas altamente dindmicas en un proceso
similar a la macropinocitosis. €518

Muchas de las proteinas bacteriales requeridas para la captura de
Salmonella comprenden un sistema de secrecidn tipo !ll. Estos aparatos
constituidos por sitios inv/spa/pr, se presentan en muchos patdgenos gram-
negativos y permiten ia translocacion de proteinas efectoras sobre o debajo de las
células huesped. @

Dos proteinas secretadas via el sistema especializado tipo IIl de secrecion
son candidatas para efectuar la entrada a la célula huésped: SipB y SipC. Adn no

se conoce como acthan estas proteinas en el reacomodo del citoesqueleto
durante la invasion &7




Los receptores de cada proteina secretada por Salmonella no es adin
conocido. La invasién de células Henle-407 por S. typhimurium ha sido asociada
con la fosforilacion en residuos de tirosina del receptor del factor de crecimiento
epidermal. Estudios recientes indican que el receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGF) no es requerido para la internalizacion pero si se ha
caracterizado que la aclivacion de este receptor es un fendémeno indirecto. S.
typhimurium induce una cascada de sefiales en la célula huésped que conducen a
la captacion de la bacteria. Incremento en los fosfatos inositol, incremento en la
concentracién intracelular de calcto y cambios en el metabolismo de fipidos son los
eventos implicado en la entrada de Salmonella. Es posible que la bacteria
estimule la fosfolipasa C del huésped, esta induce la produccion de IP;, la cual
provaca la movilizacion de calcio de los almacenes intracelulares. Los flujos de
calcio pueden afectar la captura debido a que este ion controla actividades de
varias proteinas que unen actina como a-actinina, talina, y ezrina, las cuales son
recluidas a los sitios de entrada. Un estudio reciente indica que la proteina Cde42
es requerida en la internalizacion de Salmonella. Hasta el momento se desconoce
como estos eventos se relacionan ni la secuencia precisa que llevan a la
internalizacion de la bacteria. ®7° (Fig. 15)
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Figura 15, Transduccion de sefales por la fagocitoritosis de patdgenos.
(Tomada de Dramsi S. and Cossart P Intracellular pathogens and the actin
cytoeskeleton. Cell Dev. Biol. 1998 14: 140.)

Como se ha mencionado en lineas ateriores las bactenas participan de
forma mportante en el desarrollo de la enfermedad periocdontal entre las que se
encuentran miembros de los géneros de Bacteroides y Actinobacillus. A
continuacibn se describird algunas de las caracteristicas de la bacteria
Aciinobacillus actnomycetemcomitans, este microorganismo esta wplicado en el
establecimiento y desarrollo de la enfermedad periodontal.



3.4. Actinobacillus actinomycetemcomitans

actis = rayo; myces, mycetis = hongo; comitans = acompafado. Porque se
han aislado en asociacién con Actinomycetem en lesiones micoticas.

3.4.1. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

Las celulas de Actinobacillus actinomycetemcomitans son esféricas o
bacilares que miden 0.3 a 0.5um de ancho por 0.6 a 1.4um de largo. Son
bacterias gram-negativas no encapsuladas y no métil. Son anaerobios facultativos,

pero crecen mejor bajo condiciones microaerofilicas en una atmésfera de 10% de
dioxido de carbono (CO3).

| as colonias alcanzan un tamafio maximo de 1 mm después de 2 o 3 dias a
37°C, son colonias transldcidas, y no hemoliticas. La morfologia de las colonias
en el medio puede variar, existen cepas. que se cree poseen fimbrias, que exhiben
colonias de superficie rugosa con una forma estrellada que se adhieren
fimemente al agar mientras que las colonias que presentan componentes no
fimbriales, como vesiculas, material extracelular amorfo o extensiones fibritares de
la membrana, exhiben una morfologia lisa y no adherente ai agar. 2%

E! crecimiento en caldo es en forma de granulos que tienden a adherirse a
la superficie intema del tubo. ™V El agar soya trypticasa, 5% de sangre de
carmero y agar chocolate permiten un buen crecimiento; el microorganismo no
crece en agar de MacConkey. Se han descrito medios selectivos para el
crecimiento de esta bacteria como son: el agar verde de malaquita-bacitracina

(MGB) o el agar soya trypticasa selectivo suplementado con suero y bacitracina-
vancomicina (agar TSBV). /7118

3.4.2. ASPECTO CLINICO

A. actinomycetemcomitans aunque se ha obtenido de lesiones o infecciones
con especies de Actinomyces en la mayoria de los casos ha sido aislado solo.
A. actinomycetemcomitans es un habitante en 1a mucosa oral humana. Se ha
aistado en gran namero de la placa subgingwval y se le considera como un
importante patogeno en la periodontitis del adulto, en algunos casos en la
penodonttis refractaria y en la periodontitis de rapida progresion pero mas
especificamente esta relacionado en la eticlogia de la periodontitis juvenil
locatizada. *®

Adherencia. Se sabe que A. actinomycetemcormnitans liene la capacidad de
unirse a células epiteliales, @V fibroblastos gmngivales, ¥ hidroxiapatita del
esmaite'® y a componentes salivales “%. Aunque ain no estan bien establecido



los mecanismos de adhesion e invasién a estas estructuras se han realizado
numerosas investigaciones para definir la actividad patogenica de esta bacteria.

Estudios de microscopia electronica de barrido muestran que A,
Actinomycetemcomitans se adhiere a células epiteliales despues de 12 horas de
tratamiento. La bacteria parece estar unida a microvellosidades a la superficie
celular.

Micrografia obtenida de microscopia de transmision electronica muestra
que A. actinomycetemcomitans de adhiere a la superficie de las células epiteliales.
La microscopia electronica revela asi mismo que cepas diferentes de A.
Actinomycetemcomitans tienen distintas caracteristicas de supefficie: pequefias
vesiculas, extensiones fibritares membranales, material extracelular amorfo y
fimbrias, estos componentes de superficie juegan un papel importante en la
adhesién de A. actinomycetemcomitans.

Se ha demostrado que las fimbrias presentes en A. actinomycetemcomitans
juegan un a?el muy importante en la adhesién de la bacteria a células
epiteliales.®3) Se ha reportado que una proteina de 11kDa de A
actinomycetemcomitans funciona como una adhesina asociada a fimbrias. Es
posible que ciertas cepas tengan un potencial mayor para exhibir fimbrias que
otras. Intuye et al, purificaron fimbria con 54kDa de subunidades proteicas de
Actinobacillus actinomycetemcomitans 310, aislado de un paciente con
periodontitis rapidamente progresiva. %

La presencia de vesiculas extracelulares (ExVes): brotes de las vesiculas
membranales, que son extrusiones de la membrana externa pueden funcionar en
la adherencia de A. Actinomycetemcomitans como sucede con otras especies
orales gram-negativas (Porphyromonas gingivalis). #¢"

Existen cepas de A. actinomycetemcomitans asociadas con material
extracelular amorfo (ExAmMat) que se adhieren mejor a celulas epiteliales que
aquellas que no presentan este material. Sin embargo ExAmMat es capaz de
interactuar con otros cepas de A. actinomycetemcomitans y proporcionar su
adherencia. ExAmMat resuita ser altamente proteico,

Se ha observado que tanto ExAmMat y ExVes incrementan la adherencia
de A. actinomycetemcomitans. Estudios de electroforesis de SDS-PAGE muestran
perfiles proteicos de cepas que presentan ExAmMat y ExVes, los geles revelan
que ambas son entidades diferentes pues las bandas mas prominentes en ExVes
son de 33 y 46 kDa, las cuales no estan presentes en ExAmMat, mientras que las
bandas mas prominentes en ExAmMat fueron de 77 y 60 (double}kDa. Bn

Estos resultados sugieren que ExVes y ExAmMat no sélo juegan un papel
importante en la adherencia bactenal a las células epiteliales sino tambien en la
interaccion del complejo entre especies gram-positivo y gram-negativo y en la
formacion de la placa dental. &7

internalizacién. Se cree que la invasion de A. actinomycetemcomitans @
células epiteliales se lleva a cabo por endocitosis aunque esta idea no esta adn
clara. Se ha demostrado que la adicion de monodansilcadaverina y bacitracina,
(inhibidores de endocitosis mediada por receptores en celulas eucariotas), al
inoculo bacterial antes de la infeccion a las células epiteliales en diferentes
concentraciones, promueven la inhibicién de ta invasion bactenial sobre las célutas



epiteliales de una manera dosis dependiente. EI pretratamiento con
monodasilcadaverina y bacitracina en el medio de las células epiteliales antes de
la infeccion con la bacteria produce un decremento en la invasion de hasta el 58%
y 62%. &

Parasitos y toxinas localizadas dentro de 1a célula huésped evita el dafos
de las enzimas letales de las células eucariotas por una variedad de medios.
Algunos bacterias en el entorno mtracelular son resistentes a los efectos
antimicrobiales del endosoma, mientras otras bacterias sobreviven por inhibicion
de la acidificacidon del endosoma. Existen algunos parasitos intracelulares y
ioxinas bacterianas, inciuyendo la toxina difterica, que requiere una acidificacion
endosormal para su activacion después de la entrada a la célula huésped. ®® Se
ha reportado que A. actinomyceterncomitans entra a las células eucariotas
mediante el sistema de endosoma pero mas larde se encuentra lipre en el
citoplasma celular. ?® Por lo tanto se supone que A. actinomycetemcomitans es
resistente a los efectos letales det endosoma. Investigaciones realizadas en donde
se inhibe la acidificacion del endosoma no se aprecia cambio en la invasidn de A.
actinomyceterncomitans a celulas epiteliales proponiéndose asi que A.
actinomycetemcomitans es capaz de inhibir la acidificacion endosomal o bien
requiere de la acidificacion endosomal para librarse de la vacuola endocitica. ®9

Una micrografia obtenida de estudios de microscopia electronica de
transmision muestra que A. aclinomycetemcomitans se adhiere a fa superficie de
las ceélulas epiteliales. Los especimenes tratados con anticuerpos especificos
dirigidos contra A. actinomycetemcomitans y la adicion de una proteina A marcada
con org muestra células bacterianas dentro de las células epiteliales en estos
estudios no se observa membranas rodeando a A. actinomycetemcomitans en el
medio intracelufar. Estos resultados muestran que el conducto de internalizacion
de la membrana vacuolar desaparece. En estos estudios se revela de igual forma
que A. Actinomycetemcomitans en el entorno intraceluiar se puede dividir, %

Invasion y transduccion de sefiales. La invasion microbial a las células
huésped v a los tejidos es un importante paso en la progresion de la infeccidn
bacterial. Clinicamente se ha observado la capacidad de invasion de
A. actinomycetemcomitans a \ejidos periodontales al ser obtenido de tejido gingival
enfermo. Se ha determinado que |la capacidad de A. actinomycetemcomitans para
invadir 1as células epiteliales humanas es mejor a temperaturas de 37°C que a
4°C. Asi mismo, una buena proporcion de baclerias que se adhirieren a 4°C se
internaliza a 37°C. &%

La inhibicibn de la sintesis proteica de A. actinomycetemcomitans
significativamente inhibe la invaston de esta bacteria a células epiteliales. La
sintesis de novo proteina bacterial es necesaria para la invasion, por lo que no se
cree que una masa de proteinas bacteriales preformada medie la invasion. Se
requiere tanto sintesis proteica de células eucariotas como de células bacterianas
para que se lleve a cabo la invasion ©%

La inhibicion de ia sintesis de RNA o de DNA no afecta, aparentemente, |a
invasion de A. actinomycetemcomitans a la célula huésped. l.a experimentacion
de esta bacteria sobre células epiteltales con adicién de acido nalidixico, un
whibidor de la sintesis bacteriana de DNA, o de rifampina, un inhibidor de la



sintesis de RNA bacterial, no inhibe la invasion después de 4 horas. Ahora bien,
la incubacion de A. actinomycetemcomitans por un total de 8 horas (suficiente
para que la bacteria produzca una generacion) en presencia de acido nalidixico o
rifampina resulta en un sustancial decremento de la viabilidad bacteriana 39}

Se ha demostrado gque la energia metabdlica, tanto glucolisis como
fosforilacidn oxidativa son prerrequisitos  para la invasion de
A, actinomycetemcomitans a células epiteliales. Ensayos donde se tratan células
epiteliales y células bacterianas con iodoacetate y dinitrofencl inhibidores de [a
glucolisis y [a fosforilacion oxidativa respectivamente, bloguean la invasion. Lo que
sugiere que la energia metabalica, tanto glucdlisis como fosforilacion oxidativa son
prerrequisitos para a la invasién de A. aclinomycetemcomitans.

L os microtibulos son componentes importantes del citoesqueleto de células
mamiferas que ayudan a mantener la arquitectura celular y que colaboran en el
movimiento de los organulos o de la célula entera “*. La inhibicion de
microtibulos no inhibe la invasion de A. actinomycetemcomitans a células
epiteliales humanas.®Y

Virulencia. A. actinomycetemcomitans praduce un nimero considerado de
factores de virulencia estos factores incluyen una leucotoxina la cual puede
destruir leucocitos polimorfonucleares,® ‘una endotoxina lipopolisacarido,
colagenaza, ¥ un factor de inhibicion fibroblastico ¥ una epiteliotoxina *¥ y un
factor no endotoxico de reabsorcion osea.?® Estos factores ayudan a la invasion
de A. actinornycetemcormitans a células epiteliales y pueden ser un efectivo medio
para eludir los mecanismos de defensa del huésped y contribuir con el desarrollo
de ia enfermedad periodontal.

Se ha demostrado la presencia de un componente termolabil y neutralizable
de A. Aclinomycetemcomitans el cual inhibe ia proliferacion de fibroblastos
gingivales humanos.

Experimentacion con una cepa leucotoxica de A. actinomycetemcomitans
muestra una dosis media de inhibicion de proliferacion fibroblastica (ID50) de
2mg/mi, una concentracibn que bien puede ser alcanzada in vivo. A
actinomycetemcomitans es entonces un  mayor inhibidor fibrobiastico que
Capnocytophaga spp. "

La sensibilidad al calor de la leucotoxina y del factor de inhibicion
fibroblastico son diferentes. La actividad leucotoxica es inhibida por completo a
temperaturas de 56°C por 30 min., mientras a temperaturas mayores de 70°C no
se inactiva el factor de inhibicion fibroblastica. Las endotoxinas son
termoestables. "

A. actinomycetemcomitans presenta citotoxicidad a fibroblastos gingivales
humanos.“*® Esta actividad citotoxica de A. actinomycetemcomitans es mediada a
través de inhibidores de 1a sintesis de DNA.?"

Factores del Huésped. La saliva puede influir en la formacién de
compiejos microbiales en la superficies orales. Por un lado, la accién entre los
componentes salivales con las adhesinas de superficie bacterial que bloquean la
interaccion entre los receptores en los tejidos de huésped, ellos pueden mediar 1a
agregacion y el paso de la bacteria. Y por el otro lado, las proteinas salivales que



cubren ¢! diente y la mucosa, pueden funcionar como sitios receptores
adicionales para las adhesion bacteriana, con ello incrementar la colonizacién en
las superficies orales. @

Estudios realizados han demostrado que la union de la saliva humana con
A. actinomycetemcomitans inhibe ia adhesion de ta bacteria a célula orales
humanas. @ Estudios recientes, han identificado mucina salival de bajo peso
molecular unida a A. actinomycetemcomitans a través del acido sidlico que se une
a las adhesinas de A. actinomycetemcomitans. Esta adhesion se presenta tanto
en ausencia o presencia de fimbrias. @®



4, OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los efectos de la adherencia de Actinobacillus
actinomycetemcomitans sobre los fibroblastos gingivales humanos y determinar
las vias de transduccion implicadas en este evento

4.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Se determinara la capacidad de A actinomycetemcomitans para
adherirse a fibroblastos gingivales humanos mediante tincion de
GIEMSA y se estimara el pape! de la manosa en la adhesion.

e Se estudiara el reacomodo det citoesqueleto, especificamente de los
flamentos de actina de fibroblastos gingivales humanos por la
adherencia de A. actinomycefemcomitans.

e Se cuantificara la liberacion de calcio via reticulo endoplasmico que
provoca la union de A, actinomycetemcomilans a fibroblastos gingivales
humanos mediante el tratamiento de las células con el fluordforo FURA
21AM.



5. HIPOTESIS

H. A. Si existe adhesion entre A. Actinomycetemcomitans y fibroblastos gingivales
humanos por lo tanto se observara unidn curso temporal tras el tratamiento de la
células con la bacteria.

H. O. Si no existe adhesion entre A Aclinomycetemcomitans y fibroblastos
gingivales humanos, por lo tanto no se observara union curso temporal tras ei
tratamiento de las células con la bacteria.

H. A. Si la adherencia de A. Actinomycetemcomifans es fimbrias-manosa
dependiente, la adherencia de A. Actinomycetemcomitans a fibroblastos gingivales
hurnanos se alterara por presencia de manosa.

H. O. Si la adherencia de A. Actinomycetemcomifans no es fimbria-manosa
dependiente, la adherencia de A. Actinomycetemcomitans a fibroblastos gingivales
humanos no se alteraré por presencia de manosa.

H. A. Si existe reacomodo en el cilpesqueleto de los fibroblastos gingivales
humanos por A. Aclinomycetemcomitans, se observard cambio en la
fluorescencia de los filamentos de actina seguido del tratamiento con faloidina.
H. Q. Sino existe reacomodo en el citoesqueleto de los fibreblastos gingivales
humanos por A, actinomycetemcomitans, no se observara cambio en la
fluorescencia de los filamentos de actina seguido del tratamiento con faloidina.

H. A. Si la adherencia de A. Actinomycelemcomitans libera calcio intracelular en
fibroblastos gingivales humanos se observard mayor fluorescencia al cargar las
celulas con FURA 2/AM. Esta respuesta sera curso temporal y dosis dependiente,
H. O. Si la adherencia de A. Actinomycetemcomitans no libera calcio intracelular
en fibroblastos gingivales humanos no se observard mayor fluorescencia al cargar
las células con FURA 2/AM. Esta respuesta no sera curso temporal ni dosis
dependiente.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS

Las cepas bacterianas usadas en este estudio fueron Actinobacillus
actinomycetemcomitans aislada de paciente con periodontitis juvenil activa. Se
caracterizo mediante pruebas bioquimicas y tincién de gram.

6.1.1. MEDIOS DE CULTIVO

La cepa se crecio en caldo y agar soya trypticasa (DIFCO Laboratories). Se
incubaron a 37°C en atmdsfera humidificada que contiene 10% de CO2. Para los
ensayos se crecio la bacteria 24 horas antes en medio infusion cerebro-corazén
(DIFCO Laboratories) se centrifugdé a 3,000rpm por 5 min. se retird el
sobrenadante y se resuspendid en buffer de fosfatos salino (PBS). El recuento
bacterial se hizo mediante el porcentaje en la cdmara de Newbawer.

6.1.2. PRUEBAS BIOQUIMICAS Y TINCION DE GRAM

Para la caracterizacion de A. actinomycetemcomitans se utilizoé tincion de
gram y las pruebas bioquimicas de fermentacion de carbohidratos { dextrosa,
fructosa, glucosa, maltosa, manosa, manitol, sorbitol, ramnosa, rafinosa.
sacarosa), inoculacién en agar Mc Conkey, catalasa, oxidasa, fosfatasa,
gelatinasa, lisina, omitina descarboxifasa.

6.2. CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANGCS

El cultive de fibroblastos gingivales humanos se obtuvo de pacientes de la
clinica de exodoncia. Las células se obtuvieron a partir de muestra de {ejido libre
de enfermedad periodontal. Ei tejido se lavo durante 6 ocasiones en solucion de
Hanks (GIBCO) suplementado con penicilina/fungizona(GIBCO). El tejido gingival
se corto en plezas de 1-2 mm y se sembrd en cajas de 6 pozos en medio
Dulbecco’s Modificado por Eagles (GIBCO) suplementado con 2mM L-
glutamina (GIBCQ) 100u/ml de penicilina, 100mg/l de estreplomicina, 1mg/ml de
fungizona (GIBCO) y 10% de suero bovino fetal. El exptante se incubt a 37°C en
5% de CO,. Los cultivos se alimentaron semanalmente. Las células se utilizaron
entre fos pases 5-15.""



6.3. ENSAYO DE ADHERENCIA

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en 5% de CQO; a 37°C en
cajas de 24 pozos sobre cubreobjetos hasta confluencia. Las células fueron
lavadas tres ocasiones con buffer de fosfato salino estéril (PBS) y se trataron con
la bacteria a diferentes tiempos. lLas células se lavaron 6 veces con PBS para
retirar las bacterias no adheridas, se fijaron por 1 minuto con metanol a! 10% y se
tinieron con el reactivo de GIEMSA por 20 minutos posteriormente se lavaron tres
ocasiones con PBS. Los cubrecbjetos se secaron con acetona, acetona-xileno y

xileno, se montaron sobre portaobjetos y se observaron en fotomicroscopio
Zeiss.™?

6.4. ENSAYO DE TINCION DE ACTINA FLUORESCENTE

Las células se crecieron en cajas de 24 pozos sobre cubreobjetos hasta
confluencia, Se fijaron por 10 minutas con 3.7% de formalina en buffer de fosfato
saline (PBS). Las células se trataron con la bacteria a diferentes tiempos
posteriormente se lavaron durante 3 ocasiones con PBS. Para la visualizacion de
F-actina las células se trataron con rodamina-faloidina {SIGMA) diluida 1:10 en
PBS por 30 minutos.” Los cubreobjetos se momtaron sobre portacbjetos evitando

ta exposicion a la luz y se observaron en fotomicroscopio Zeiss equipado con
epifluoresencia.

6.5. DETERMINACION DE CALCIO INTRACELULAR

Las células se crecieron en cajas de 48 pozos hasta subconfluencia. Las
células se preincubaron con 2uM Fura 2/AM en DMEM por 30 minutos a 37°C.
Después de ser marcadas con Fura 2/AM las células se lavaron con 2 ocasiones
en Krebs-Ringer-HEPES buffer que contiene 120mM NaCl, S5mM KCi, imM
MgSQa, 0.96mM NaH:PO,, 0.2% glucosa, 0.1% suero albumina bovina, 1mM
CaCl,, 20mM HEPES buffer (pH7.4). Las células fueron lavadas 3 ocasicnes con
buffer de fosfato salino estért (sPBS). El cultivo se tratd con diferentes dosis de
bactera. La flucrescencia de las células marcadas con Fura 2/AM fue medida con
flucroscan a 340nm de longitud de onda en exitacién y a 510nm de longitud de
onda en emision. La lectura en fluoroscan se hizo a diferentes tiempos. % Los
niveles de flucrescencia se estimaron con la ecuacion: F= (F-FminfFmax-F)y*100.
Fmax (fluorescencia maxima) se estimo al agregar al cultivo celular triton al 10%,
Fmin (fluorescencia minima) se estimé con el quelante EDTA a 1mM. El ensayo se
realizd por triplicado, los resultados representan la media para cada condicion,



7. RESULTADOS

A fin de determinar la pureza dei cultivo celular se realizaron la tincion de
gram (Fig.1) y Pruebas bioquimicas (Tabla I). Nuestros resultados sefialan que la
tincion de gram corresponde a bacterias de forma cocoide-bacilar gram negativos
y que al revisar los resultados de las bioguimicas con lo previamente publicado
corraboramos que la bacteria corresponde a A. Actinomycetemcomitans

Figura 1. Microscopia optica de tincion de gram de A. actinomycetemcomitans. La figura
muestra bacterias cocobacilares gram negativo.

De los resultados obtenidos mediante los ensayos de técnicas bioquirnicas
obtuvimos los siguientes resuttados.

Tabta |. Resultado de las Pruebas bioquimicas realizadas a A. aclinomycetemconmitans
CARACTERISTICAS| RESULTADOS |CARACTERISTICAS RESULTADOS
FERMENTACION Rafinosa Negativo
[ Dextrina Variable Sacarosa Negativo
i Fructuosa Positivo Crecimiento en Mc Conkey Negativo
Glucosa Positivo Catalasa Positivo
Maltosa Positivo Owidasa Positivo
Manosa Positivo Fosfatasa Posttivo
I Manitol Tardio Gelatinasa Negativo
' Sarbitol Negativo Listna descarboxiasa Negativo
'Ramnosa Negativo Ornitina descarboxilasa Negativo




En otra serie de resultados en la investigacion sefialan que las bacterias se
adhieren a los fibroblastos gingivales humanos después de 3 horas de incubacion.
La adherencia no se altera por la adicién de manosa al cultivo.

Aproximadamente del 80 al 90% de las células se encontraron infectadas,
después de 6 horas de tratamiento se detecta una mayor nimero de bacterias
adheridas a la superficie celular, asi mismo, la adherencia de estas bacterias a la
supefrficie es independiente de la adicion de manosa. (Fig. 2A-D)

Figura 2. Fotomicroscopa 6ptica de la adhesion de A. actinomycetemcomitans sobre la adherencia
en fibroblastos gingivales humanos.

Union de A. actinomycetemcomitans a las ¢élulas después de 3 horas de tratamiento, en ausencia

de manosa {panel A} y en presenci2 de manosa (pane! B)

Umion de A. actinomycetemcomitans a las células después de 6 horas de tratamiento, en ausencia

de manosa (panel C) y en presencia de manosa (panel D)



En cuanto al efecto de A. actinomycetemcomitans sobre la organizacion del
citoesqueleto. La malla de F-actina es difusa y ampliamente distribuida en todo el
citoplasma de las células, se extienden de forma azarosa a tode 1o largo de la
célula. Cuando las células son tratadas con la bacteria, las céluias asumen una
forma alargada y en ocasiones redondeada y aplanada. (Fig. 3A). A la hora y
media de tratamiento la malla de F-actina adquiere una apariencia granulosa en
lugar de la consistencia fibrosa.(Fig. 3B) A las tres horas de tratamiento las
membranas y porciones del citoplasma se arrugan y algunas células adquieren
una conformacion redondeada (Fig. 3C). A las cuatro horas media las fibras de F-
actina adguieren una conformacion casi completamente granular {Fig. 3D).

Figura 3. Folomicroscopia de epiftuorescencia. Organizacién del citoesqueleto de fibroblastos
gingivales humanos per A. actinomycetemcomitans. Control, células en ausencia de la bacleria
(panel A}, células incubadas con la bacteria a 1.5 horas (panel B), a 3 horas (panel C), a 4.5 horas
{panel D).



La concentracion de calcio en fibroblastos gingivales humanos es de 110nM. La
infecciéon con A. actinomycetemcomitans causa un incremento en la concentracion
de calcio infracelular. El efecto se detectd desde el inicio de la infeccion y se
conserva en 3 horas, no se aprecia variacién significativa a 1, 2 y 3 horas.
{Grafica 1)

Tabla Il. Dosis respuesta de la infeccion de A. actinomycetemcomitans sobre la
movilizacion de calcio en fibroblastos gingivales humanos a diferentes
concentraciones de la bacteria.

Condicién Tiempo 0 1 Hora 2 Horas 3 Horas
No infectadas 110+3.0 110+4.0 1073.0 105+4.0
3x10° 145+2.0 13745.0 132+2.0 138+2.0
7x10° 165+3.0 157+4.0 159+4.0 145£3 0
13x10° 205+2.0 18045.0 165%5.0 174+4.0
27x10° 198+3.0 186+2.0 177+¢1.0 199+4.0

2507

Coneentracion de

Tierrmpo hr.

Gréafica 1. Elevacion de la concentracidn de calcio & btempe 0, 1, 2 ¥ 3 horas de inoculada
la bactena. La movilizacion de calcio resulta ser dosis dependiente




8. DISCUSION

Los resultados de esta investigacion muestran la capacidad de A
actinomycetemcomitans de adherirse a [os fibroblastos gingivales humanos, que
tras 6 horas de tratamiento, tiempo en el que se produce la maxima adhesion, la
bacteria no ha producido la muerte celular. Aunque se han hecho varios
experimentos, no se ha determinado aun cual es el mecanismo que utiliza para
adherirse a las células, se conoce que existen componentes membranales, tal
como fimbrias, que sirven de unidn para ciertas células. Se sabe que ciertos
carbohidratos son especificos para la union de lectinas (incluyendo fimbrias) en E.
coli y en algunas especies de Fusobacterium, en donde al bloquear estos
receptores disminuye su adhesion. En esta investigacion se demostrd que A.
actinomycetemcomitans presenta union dependiente det tiempo en los
fibroblastos gingivales humanos y al agregar manosa al ensayo no se ve afectado
la adhesion, esto corrobora estudios recientes donde se demuestra gue al agregar
manosa, manitol, glucosa, galactosa, fructuosa y ramnosa en ensayos de
adherencia de A. actinomycetemcomitans a células epiteliales no se produce
decremento en la adhesion de tres cepas diferentes de la bacteria. Lo que sugiere
que A. actinomycetemcomitans probablemente utifice otro mecanismo de
adhesion.

El citoesqueleto (microtibulos, filamentos de actina y filamentos
intermedios) realiza un importante trabajo de las proteinas iniracelulares
responsables para dar forma a la célula, motilidad, migracion, polaridad vy
mantenimiento de contactos intercelulares involucrados en la arquitectura tisular.
Se sabe que muchos patdgenos como Escherichia cofi enterohemorragica y
Escherichia coli enteropatogénica alteran la actina del citoesqueleto durante la
infeccion en células de la mucosa intestinal provocando densas concentraciones
de microfilamentos de actina y puntos de intensa fluorescencia de actina por
debajo de la union de las bacterias sobre la superficie del huésped. El efecto que
los patogenos realizan en los reacomodos de la actina es especifico para cada
bacteria. Durante esta investigacién se observa el dafio que se produce al
citoesqueleto de fibroblastos gingivales humanos al apreciarse e! reacomodo de
actina celular en presencia de A. actinomycetemcomitans. Este reacomodo es en
respuesta a un estimulo que tiene lugar en fa membrana plasmatica o dentro de la
célula.

Se sabe poco sobre la liberacidn de calcio que produce A
actinomycetemcomitans pero estudios realizados en Treponema denticola
sugieren que la bacteria no desencadena sefales que involucren la liberacion de
calcio intracelular en fibroblastos gingivales humanos. En esta investigacion fa
movilizacion de calco intracelular que se observa durante el tratamiento de los
fibroblastos gingivales humanos con A. actimomycetemcomitans ocuire
inmediatamente al inocular el cultivo celular con la bacteria. Se desconoce si el
calcio es proveniente de la via del reticulo endoplasmico debido a que Dantrolene,
un inhibidor dei calcio intracelular via reticulo endoplasmico, presenta
fluorescencia intrinseca lo que mptdio que se empleara durante el ensayo. Por



otro lado, investigaciones realizadas muestran que Salmonella typhimurium
desencadena sefales intracelulares que provoca reacomodoe de actina en la célula
huésped empleande proteinas Ca® dependientes. Esto sugiere que el calcio
necesariamente podria estar involucrado al observarse F-actina en fibroblastos
gingivales humanos después de tratarse con A. acfinomycetemcomitans.



9. CONCLUSIONES

A. aclinomycetemcomitans muestra gran capacidad de adherirse a los
fibroblastos gingivales humanos, una vez producida esta adhesion, provoca
sefiales intracelulares que alteran a la célula huésped. Esta adhesion resulta ser
manosa independiente. Se confirma entonces nuestra hipdtesis al observar
reacomodo en la actina del citoesqueleto tras la adhesion de A.
Actinomycetemcornitans a los fibroblastos gingivales humanos siendo este
reacomodo cursa temporal. Se afirma también que existe movilizacion de calcio,
esta movilizacion resulta ser dosis dependiente. La variacion en la concentracion
de calcio se mantiene después de tres horas de tratamiento.

En esta investigacion se conocid el dafio que A. Actinomycetemcomitans
produce en los fibroblastos gingivales humanos y nos lleva a concluir que A.
actinomycetemcomitans es una bacteria que participa como patégeno en la
enfermedad periodontal alterando a un componente importante del periodonto.
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