man ' : X ” 2
% Zwyy
e B

. 2

Universidad Nacional Autéonoma de México

Facultad de Odontologia

"LA ADHERENCIA DE Actynomices naeslundii
PROMUEVE LA ACTIVACION DE SENALES INTRACELULARES
EN LOS FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS"

Tesis:
Para optar por el grado de:

Cirujana Dentista

Presenta:
Silvia Ruiz Reyes

Tutora:
Dra. Gloria <8Q5‘|;érrez Venegas
México, D.F. Mayo 2002

H B s AERR K4 g
| THSIs CON
& FALLADE ORIGER |




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



DEDICATORIA.

Universidad Nacional Auténoma de México.
Facultad de Odontologia.

Unidad de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Odontologia.

Laboratorio de Bioquimica en especial a la Doctora
Gloria Gutiérrez Venegas por el apoyo en el desarrollo de
este proyecto de titulacion, y a todos los compaiieros
que laboran en este laboratorio.



AGRADECIMIENTOS.

Principalmente a la Dra. Guillermina Reyes Razo por su
enorme esfuerzo coftidiano para brindarme no sélo el
apoyo economico sino también moral, gracias a sus
exigencias que han comenzado a dar frutos es mi vida
académica y personal.

A mifamilia por sus enserianzas de la infancia y afecto a
mi persona.

A | Ingeniero Rafael Salinas Gonzales por su apoyo y
amor incondicional durante todos estos afios.

A los Miembros de la familia Salinas Gonzales por su
sincera amistad y apoyo moral.

Al Doctor Jorge Luis Gaona Arroyo por su apoyo
profesional

A la familia Ruiz Reyes especialmente a Elba Alicia Ruiz
por su amistad incondicional.

A Elba Ruiz, a Jose Manuel Delgadillo, a Erika Nieto a
Pilar Arroyo Yuriko, a Luis Vivas a Rodrigo Pérez, a Iris
Campos a Memo Buendia a Miguel Macias a Leonardo
Salinas a Julio Manjares a Carol T a Blanca Delgado a
Héctor Ranjel a Omar Ramos a Juan Carlos Guzman y
Adriana, a todos ellos por ser tan diferentes cada uno
de ellos y al mismo tiempo por coincidir en una sola idea :
que ha sido el brindarme su amistad incondicional.

A mis profesores que durante toda mi vida académica me
han brindado sus consejos y ensefianzas con paciencia y
desinterés

Y a todos aquellos que me apoyaron y animaron a
concluir este esfuerzo, gracias.



GubLwLRLRiv
A=

AAPARADAAADNAANAARANAARADADGN S
N =

DA aAaaaaaaaO~NOO

OCoO~NOOPAWUN-O

iNDICE

Abreviaturas

Resumen

Antecedentes Histéricos

Introduccion

Parodonto

Encia

Anatomia macroscopica de la encia sana
Encia libre

Encia insertada

Encia interdental

Anatomia microscoépica de la encia sana
Tejido Conectivo

Células del Tejido Conectivo
Fibroblastos

Fibras colagenas

Matriz

Fibras periodontales

Ligamento Periodontal

Cemento Radicular

Hueso Alveolar

Irrigacién Sanguinea del Periodonto
Sistema Linfatico del Periodonto
Nervios del Periodonto

Etiologia de la Enfermedad Periodontal
Encia Normal

Caracteristicas Clinicas

Inflamacion Gingival

Lesion Gingival Inicial

Lesién Gingival Temprana

Lesidn Gingival Establecida

Lesién gingival/ Periodontal Avanzada
Etiologia y Patogenia de la Enfermedad Periodontal
Placa Dentobacteriana

Formacion de la Placa Dentobacteriana
Estructura de la Placa Dentobacteriana
Placa Supragingival

Placa subgingival

Sarro Dental

Distribucién

Estructura de la Célula Procariética
Envoltura Celular

Membrana Citoplasmatica

Pared Celular

Componentes Especiales de las Paredes
Celulares Gram-Positivo

Componentes Especiales de las Paredes
Celulares Gram-negativo
Lipopolisacaridos

OCONOOOOOARDWN



4.37
4.38

4.40
4.41
4.42
4.43
4.44
4.45
4.46
4.47

Estructuras Citoplasmaticas

Nucleoide

Flagelos

Pilis (Fimbrias)

A. naeslundii

Naturaleza de la virulencia bacteriana

Adherencia Bacteriana

Factores de virulencia

Patdgenos intracelulares y el citoesqueleto de actina
Internalizacién de bacterias en las células de mamiferos
Componentes de las bacterias periodontopatégenas
inducen la produccion de citocinas

Citocinas

Planteamiento del problema

Justificacién

Hipotesis

Hipotesis verdadera

Hipétesis falsa

Objetivos

Reactivos y Equipo

Metodologia

Resultados

Discusion

Conclusiones

Bibliografia



-l

. ABREVIATURAS.

FG
AG
MGl
CEJ
AM
GG
OE
OSE
JE
CF
DGF
DPF
TF
PRSs
TNF
LPS
An
PKC

Encia libre

Encia adherida

Limite mucogingival
Limite cementoadamantino
Mucosa alveolar

Surco gingival

Epitelio bucal

Epitelio sulcular
Epitelio de insercion
Fibras circulares

Fibras dentogingivales
Fibras dentoperidsticas
Fibras transeptales

Proteinas salivales ricas en prolina

Factor de Necrosis Tumoral
Lipopolisacaridos
Actimonyces naeslundii
Proteina Kinasa C.



2. RESUMEN

De los padecimientos mas frecuentes de los tejidos parodontales se encuentran los procesos
inflamatorios gingivales y del aparato de insercion dental; son infecciones microbianas
relacionadas con la acumulacién local de placa dentobacteriana, célculos y de flora periodontal
patdégena subgingival, causando inflamacién gingival, pérdida de la insercidon del ligamento
periodontal y como consecuencia la formacién de bolsas parodontales asi como destruccion
de los demas tejidos de soporte de los dientes llegando hasta la resorcion del hueso alveolar o
de soporte dental lo que desencadena la exfoliacidon de los dientes. Existe un sistema de
defensa con el que cuenta la cavidad bucal, por medio del cual se controlan la mayor parte de
las agresiones externas o internas. En este sistema los fibroblastos gingivales tienen un papel
muy importante que consiste en la sintesis y mantenimiento de los componentes del tejido
conectivo como la colagena, proteoglucanos y acido hialurénico. Uno de los eventos cruciales
en el proceso del desarrollo de las enfermedades infecciosas se produce por la asociacién
entre el patégeno y el huésped. En la enfermedad parodontal uno de los agentes causales de
la misma son los microorganismos presentes en la placa subgingival.

Dentro de los organismos que ocasionan la enfermedad se encuentran bacterias gram
negativas y bacterias gram positivas. Dentro de este uGltimo grupo existe una bacteria
Actinomyces naeslundii cuyo papel en la patogénesis de la enfermedad no se ha esclarecido
con certeza. En resultados preliminares en el laboratorio encontramos que este
microorganismo se adhiere y modifica el citoesqueleto de los fibroblastos gingivales humanos y
son estas células las que participan de forma importante en la regeneracién de los tejidos
parodontales. Por estos antecedentes el propdsito de la siguiente investigacién es caracterizar
los efectos de este microorganismo sobre la activacion de vias de transduccion en fibroblastos
gingivales humanos.

Para el desarrollo de la investigacion se realizaran los estudios en cultivos celulares primarios
de fibroblastos gingivales humanos. Se obtendran cuitivos de A. naeslundii (ATCC-12104), se
infectaran los cultivos en una relacion de 1:100 células por bacterias. Con la finalidad de
caracterizar la activacion de las vias de transduccidon se realizara el marcaje con [*?P] de los
fibroblastos gingivales humanos durante 4 hrs., al término se retirara la marca no incorporada y
se infectaran los cultivos con la bacteria durante diferentes tiempos o condiciones del ensayo.

Para el analisis de las proteinas fosforiladas se separaran mediante una electroforesis
desnaturalizante al 10% y se revelaran las fosfo-proteinas mediante el ensayo de
autoradiografia. Los experimentos se realizaran por triplicado y se reportarda un ensayo
representativo. Nuestros resultados muestran que la adherencia de A. naeslundii en
fibroblastos gingivales humanos activa diversas cinasas entre las que se encuentra la proteina
cinasa C debido a que el pretratamiento con inhibidores de esta enzima bloquearon el patron
de fosforilacion.



3. ANTECEDENTE HISTORICOS

La cavidad bucal esta habitada por bacterias desde el nacimiento hasta la muerte. Colonizan
los tejidos blandos y duros. Se estima que alrededor de 400 especies diferentes son capaces
de colonizar la boca y cualquier persona puede albergar 150 o mas especies diferentes.

La historia de la microbiologia bucal es paralela a la de la microbiologia y la enfermedad
infecciosa en general. Desde Antonie van Leeuwenhoek, muchos pioneros de la investigacion
dental han estudiado los microorganismos bucales para determinar su funcién en la caries
dental y en la enfermedad periodontal. W. D. Miller obtuvo fama por su teoria acidogéenica de
la caries dental y también propuso que la “piorrea alveolar” (término con el que se designaba
a la enfermedad periodontal) no la causa una bacteria especifica, como en todos se
encuentran no sélo una, sino varias especies. Esta es una de las primeras declaraciones que
se conocen como la hipdtesis de placa no especifica. Segun lo anterior, la placa dental es un
conjunto bacteriano homogéneo que causa enfermedad periodontal cuando se acumula al
punto de superar las defensas del huésped.'??

En 1915 Bass (quien desarrolla la técnica de cepillado) y Johns mencionaban que un
microorganismo especifico al que llamaron Entamoemeba buccalis era el causante de la
enfermedad periodontal y que se podia aplicar una vacuna en contra de esta microorganismo
para prevenir la enfermedad. Esta es la llamada hipdtesis de placa especifica, y de acuerdo
con ella, la placa dental de sitios de enfermedad periodontal es diferente que en sitios sanos.

A comienzos de la década de 1900 se sugiri6 que los microorganismos del tipo de las
amebas, espiroquetas fusiformes y estreptococos eran los responsables etiologicos. En 1930
y 1940, el papel de éstos microorganismos fue descartado, sélo para resurgir en 1950 con el
reconocimiento de que el control de placa era esencial para el tratamiento satisfactorio de
estas enfermedades. De esta manera surge la hipotesis de placa inespecifica en la que se
considera que cualquier acumulaciéon de cualquier especie microbiana en el margen gingival
conduciria a la gingivitis y posteriormente a la periodontitis.

Durante mas de un siglo se han utilizado los clasicos “postulados de Koch” para definir una
relacion causal entre un agente infeccioso y una enfermedad. Estos postulados son:1)el
agente debe ser aislado de cada caso de la enfermedad; 2) no debe ser cultivado a partir de
casos con otras formas de la enfermedad o sin patologia, 3)después del aislamiento y
repetido desarrollo en cultivos puros, el patégeno debe inducir la enfermedad en animales de
experimentacion.

Sin embargo estos postulados no se han podido aplicar en el caso de la enfermedad
periodontal debido a que no solo un agente infeccioso la produce, a la dificultad para
implantar patégenos en animales cuya flora bacteriana compite con los patégenos
implantados aun en animales libres de gérmenes. Solo el criterio de asociacion de Koch
sigue vigente.



4. INTRODUCCION

4.1. PARODONTO

El parodonto o periodonto (peri = alrededor, odontos = diente) también llamado “aparato de
insercion” o “tejidos de sostén del diente” cuya funcion principal es unir el diente al tejido éseo
de los maxilares y conservar la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la
cavidad bucal. Es el parodonto una unidad funcional, biolégica y evolutiva que experimenta
cambios con la edad y, esta sujeta a alteraciones funcionales, asi como modificaciones debido
a alteraciones del medio bucal. El parodonto esta constituido por los siguientes tejidos: figura
1.0

Encia.
Ligamento parodontal,
Cemento radicular
Hueso alveolar.
El hueso alveolar tiene dos componentes

E! hueso alveolar propio

Apdfisis alveolar

Fig. 1.0 Dibujo esquematico del diente con su parodonto: ila encia (G), el ligamento
parodontal, (PL), el cemento radicular (CR), y el hueso alveolar es decir el hueso

alveolar propio (ABP) y la apdfisis alveolar (AP). Periodontologia Clinica e implantologia
Odontoldégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

El crecimizesnto de los tejidos parodontales se produce durante el desarrollo y formacion de los
dientes. '*



4.2. ENCIA

4.3.ANATOMIA MACROSCOPICA

L.a mucosa bucal (membrana mucosa) se continta con la piel de los labios y con la mucosa del
paladar blando vy de la faringe. La membrana mucosa bucal se compone de: Figura 1.1

Mucosa masticatoria (incluye la encia y el recubrimiento del paladar duro)
Mucosa especializada (que cubre el dorso de la lengua)

Mucosa tapizante

o
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Fig 1.1 Fotografia de la mucosa oral. La encia es esa parte de la mucosa masticatoria
que recubre la apéfisis alveolar y rodea la porcion cervical de los dientes. La encia
adquiere su forma y textura finales con la erupcion de los dientes. Periodontologia
Clinica e Implantologia Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkiid Karring, Niklaus

En sentido coronario, la encia rosada coral termina en el margen gingival libre, que tiene un
contorno festoneado. En sentido apical, la encia se continda con la mucosa alveolar (mucosa
tapizante), laxa y de un rojo oscuro, de ia cual esta separada por lo que es, habitualmente, un
limite facil de reconocer llamado /imite mucogingival (flechas) o linea mucogingival. Figura 1.2

Fig 1-2 Mucosa palatina. No existe una linea mucogingival en el lado palatino, pues el
paladar duro y la apodfisis alveolar superior estan cubiertos por el mismo tipo de
mucosa masticatoria. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldégica.Jan Lindhe,
Thorkild Karring, Niklaus P. Lang



Se distinguen dos partes de la encia: Figura 1.3

. Encia libre (FG)
) Encia adherida o insertada (AG)

(MG) Iimite mucogingival, (CEJ) limite cementoadamantino.

Fig 1.3. Clasififcacion clinica de la encia. Periodontologia Clinica e Implantoiogia
Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

4.3.1 LA ENCIA LIBRE

Es de color coral, tiene una superficie opaca, consistencia firme y comprende el tejido
gingival, las zonas vestibular y lingual o palatina de los dientes, la encia interdentaria o
papilar interdentaria. Por el lado vestibular y lingual de los dientes, la encia libre se extiende
desde el margen gingival libre en sentido apical hasta el surco apical libre que esta ubicado
en un nivel que corresponde con el nive! de ia unién o limite cementoadamantino (CEJ).

El margen gingival libre suele estar redondeado de manera que se forma una invaginacién, o
surco entre el diente y la encia. La profundidad de! surco puede determinar el estado de salud
de la encia, la cual en cortes histoldgicos varia de 1.5 a 1.18 mm, con variaciones de 0 a
6mm. La profundidad de sondeo del surco gingival clinicamente en un hombre es de 2 a 3
mm.

4.3.2. ENCiA ADHERIDA.

Tiene una textura firme, rosa coral, y suele mostrar un punteado delicado que le da aspecto
de céascara de naranja. Pero aquel esta presente sélo en alrededor de un 40% de los adultos.
Este tipo de mucosa esta firmemente adherida al hueso alveolar y cemento subyacentes por
medio de fibras conectivas y es, por lo tanto, relativamente inmovil en relacion con el tejido
subyacente.



La mucosa alveolar, rojo oscura (AM) ubicada apicalmente del limite cementoadamantino,
esta unida laxamente al hueso subyacente. Por lo tanto, en contraste con la encia adherida,
la mucosa alveolar es moévil. Figura 1-4

Fig. 1.4. (AM) Mucosa Alveolar, (GG) Surco Gingival Libre. Periodontologia Clinica e
Implantologia Odontolégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

4.3.3ENCIA INTERDENTARIA.

La forma de la encia interdentaria (papila interdentaria) esta determinada por las relaciones de
contacto entre los dientes, la anchura de las superficies dentarias proximales y el curso de la
unién cementoadamantina. En las regiones premolar/molar, los dientes tienen superficies de
contacto, por lo que las papilas interdentarias en estas zonas tienen una porcién vestibular (VP)
y otra lingual/palatina separadas por una concavidad o regién de col, la cual esta cubierta por
un epitelio delgado no queratinizado. Figura 1.5.
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Fig. 1.5 Col. Las flechas muestran la zona de epitelio delgado no queratinizado.
Periodontologia Clinica e implantologia Odontolégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.
Lang.



4.3.4. ENCIA. ANATOMIA MICROSCOPICA

La encia libre comprende todas las estructuras tisulares ubicadas de forma coronal a una
linea horizontal ubicada en e! nivel del Iimite cementoadamantino (CEJ). El epitelio que
recubre la encia libre puede diferenciarse asi :

. Epitelio bucal (OE), que mira hacia la cavidad bucal

o Epitelio sulcular (OSE), que mira hacia el diente pero sin ponerse en contacto
Epitelio de insercion (JE) que permite el contacto entre encia y diente.

Tejwin
conectvn

Phatsty

Fig. 1.6. Estructuras tisulares de la encia. Periodontologia Clinica e implantologia
Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring.

El limite entre el epitelio bucal (OE) y el tejido conectivo subyacente (CT) sigue un curso
ondulado. Las porciones de tejido conectivo que se proyectan en el epitelio reciben el nombre
de papilas conectivas y estan separadas entre si por las papilas dérmicas o crestas
epiteliales también llamadas plexo epitelial o red de crestas.

(A) ‘ (B)

Fig.1.7. Un modelo, construido segun cortes histoldgicos seriados aumentados, muestra
la superficie del epitelio bucal de la encia después de haber extraido el tejido conectivo.(A) Muestra
depresiones que corresponden a las papilas conectivas. (B) Proyecciones epitelilales que separan las
papilas y forman un conjunto de crestas epidérmicas. Periodontologia Clinica e Implantologia
Odontolégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang



El epitelio bucal es un epitelio queratinizado, estratificado, escamoso .Las células
productoras de queratina comprenden alrededor del 90% de todas las células, pero el epitelio
bucal contiene ademas los siguientes tres tipos de células.

Melanocitos (sintetizan melanina)*2*

Céiulas de Langerhans (reaccionan con antigenos que penetran el epitelio)

Células inespecificas (se nombran asi por no poseer caracteristicas ultraestructurales
de los otros dos tipos de células).

Los tres tipos de células son de tipo estrellado y poseen prolongaciones citoplasmaticas,
también reciben el nombre de células claras ya que en cortes histolégicos son mas claras que
las células productoras de queratina.

4.4 .TEJIDO CONECTIVO

El tejido predominante de la encia y el ligamento periodontal es el conectivo. Los
componentes principales del tejido conectivo son:

Las fibras colagenas (alrededor del 60% del volumen de tejido conectivo)
Fibroblastos (alrededor del 5%)

Vasos,

Nervios

Matriz (alrededor del 35%).

Fig. 1.8 Este dibujo ilustra un
fibroblasto (F) ubicado en una
red de fibras de tejido conectivo
(FC). El espacio intermedio esta
rellenado por la matriz (M) que
constituye el "medio"” para esa
célula. Periodontologia Clinica e
Implantologia Odontolégica.lan
Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.
Lang




4.5. CELULAS DEL TEJIDO CONECTIVO

Los diferentes tipos de células presentes en el tejido conectivo son:

Fibroblastos
Mastocitos
Macrofagos
Granulocitos neutrofilos
Linfocitos

Plasmocitos

CELULAS

(A) Los granulocitos neutréfilos o leucocitos polimorfonucleares poseen un nicleo lobulado
y en el citoplasma se encuentran numerosos lisosomas (L) que tienen enzimas lisosémicas.

(B) Los linfocitos tiene un nucleo esférico, el espacio entre éste y el citoplasma es estrecho
pero contiene numerosos ribosomas, pocas mitocondrias (M) y también se encuentran
lisosomas.

(C) Los plasmocitos poseen un nicleo esférico ubicado excéntricamente, en el citoplasma
se observan numerosas mitocondrias y el reticulo endoplasmico (E) estd distribuido
aleatoriamente y contiene numerosos ribosomas. Figura1.9

Fig. 1.9 (A), (B), (C). Células del tejido conectivo. Periodontologia Clinica e
Implantologia Odontolégica.lan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang
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4.5.1 FIBROBLASTO

El fibroblasto es la célula del tejido conectivo mas abundante (65% de la poblacion celular
total). Estd dedicado a la produccion de fibras, elastina, proteinas colagenasas,
glucoproteinas, glucosa-aminoglucanos y matriz intracelular.

Los fibroblastos son células fusiformes de nucleo ovalado, cuyo citoplasma contiene muchos
tonofilamentos, un reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi muy desarrollado y con
gran cantidad de ribosomas y mitocondrias.

Se observa en la periferia de la membrana celular una gran cantidad de vesiculas. Los
fibroblastos sintetizan las fibras del tejidc conectivo y se les puede dividir en:

e Fibras coldgenas
e Fibras de reticulina
e Fibras oxitalanicas

e Fibras eldsticas

4.5.2. FIBRAS COLAGENAS.

Son abundantes en el tejido conectivo y constituyen componentes esenciales del periodonto.
La unidad menor de las fibras de colageno es la colagena o tropocolagena, esta formada de
tres cadenas de polipétidos entrelazados en forma de hélice.

Cada cadena contiene unos 1,000 aminoacidos, de los cuales un tercio son glicina, el 20 %
es prolina e hidroxiprolina.

La sintesis de tropocoldgeno se realiza dentro del fibroblasto, desde el cual la molécula
sera secretada al espacio extracelular. Cuando las fibras de colageno maduran, se forman
cadenas cruzadas covalentes entre las moléculas de tropocolageno, con el resultado de una
reduccion de solubilidad colagena vinculada a la edad.

Los cementoblastos y los osteoblastos son células que también poseen la capacidad de
producir colageno. Figura 1.10

(A).Las fibras de reticulina se
encuentran presentes en las
interfases de los tejidos
epitelio-conectivo y endotelio-
conectivo

11



(B). La s fibras oxitalanicas se
encuentran en la encia y ligamento
parodontal, estan compuestas por

fibrillas finas y largas de un
didmetro de 150 A

Fig.1.10 (A), (B). Fibras que producen los fibroblastos. Periodontologia
Clinica e Implantologia Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.
Lang

4.6. MATRIZ

La matriz del tejido conectivo es producida primero por los fibroblastos, aunque algunos
componentes son generados por los mastocitos y otros provienen de la sangre. La matriz es
el medio en el cual estan incluidas las células del tejido conectivo y es esencial para el
mantenimiento de la funcién normal del tejido conectivo.

De tal modo, el transporte de agua, de electrélitos, de nutrientes, de metabolitos, etc., desde
y hacia las células conectivas individuales se produce dentro de la matriz.

Los componentes principales de la matriz del tejido conectivo son™macromoléculas de
polisacaridos proteinicos. Estos complejos, normalmente, estan divididos en proteoglucanos y
glucoproteinas.

Los proteoglucanos contienen giucosaminoglicanos que son  polimeros de unidades
repetidas de disacéaridos, cada uno compuesto por un acido hialurénico mas una hexosamina,
todos los glucosaminoglucanos estan sulfatados (esterificados con sulfato), a excepcion del
acido hialurénico. Se han caracterizado 5 tipos de glucosaminoglucanos*

Acido hialurénico
Condroitinsulfato
Sulfato de dermatina
Queratosulfato
Heparansulfato

Dentro de las caracteristicas de los proteoglucanos y los glusoaminoglucanos es que son
grandes aniones polivalentes, cuyas cargas negativas se relacionan con los grupos carboxilo
y sulfato de los disacéridos. Estas cargas tienen accion electrostatica y atraen cationes como
el Na*, K*, Y Ca™ por lo que son importantes en el transporte de agua y electrélitos en el
tejido conectivo.
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Los proteoglucanos, regulan la difusion y el flujo de liquidos a través de la matriz y son
determinantes importantes del contenido liquido del tejido y del mantenimiento de la presion
osmoética. En otras palabras, los proteoglucanos actuan como filtros de moléculas y, ademas,
desempenan un papel importante en la regulacién de la migracion celular (movimientos) en el
tejido. Debido a su estructura e hidratacién, las macromoléculas ejercen una resistencia a la
deformacion, con lo cual sirven de reguladoras de la consistencia del tejido conectivo.

4.7. FIBRAS COLAGENAS EN LA ENCIA Y EL LIGAMENTO PARODONTAL

Estan dispuestas en grupos de haces con una clara orientaciéon. De acuerdo con su insercion
y curso dentro del tejido los haces orientados en la encia pueden dividirse en los siguientes
grupos:'?3-22

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

Fibras dentogingivales (DGF), que estan incluidas en el cemento de la porcién
supraalveolar de la raiz y se proyectan desde el cemento con una configuraciéon de
abanico hacia el tejido gingival libre de las superficies facial, lingual e inter proximales.
Fibras dentoperidsticas (DPF), que estan incluidas en la misma porcién del cemento
que las fibras dentogingivales, pero siguen un curso apical sobre la cresta Gsea
vestibular y lingual y terminan en el tejido de la encia adherida. En el area limitrofe
entre la encia libre y la adherida, el epitelio carece a menudo del sostén subyacente
de haces de fibras colagenas orientadas. En esta zona es donde suele estar presente
el surco gingival libre (GC).

Fibras transeptales (TF), se extienden entre el cemento supraalveolar de dientes
vecinos. Las fibras transeptales corren a través del tabique interdentario y estan
incluidas en el cemento de dientes adyacentes. Figura 1.11 .

Fig. 1.11 . Fibras colagenas y del ligamento periodontal. Periodontologia Clinica e

Implantologia Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang
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4.8. LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal es el tejido conectivo blando, muy vascularizado y celular que rodea
los dientes y une el cemento radicular con la lamina dura del hueso alveolar propio. En
sentido coronario, el ligamento periodontal se continda con la lamina propia de la encia y esta
separado de ésta por los haces de fibras colagenas que conectan la cresta del hueso alveolar
con la raiz (fibras de la cresta alveolar). Las funciones del ligamento periodontal son: fisicas,
formativas, nutritivas y sensoriales.

Funcion fisica: union del diente al hueso, conservacién de los tejidos gingivales, distribucion
y absorcion de las fuerzas oclusales al hueso, generadas durante la funcién masticatoria,
proteccion de los vasos y nervios contra fuerzas mecanicas.

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

Funcion nutritiva y sensorial: proporciona nutrimentos al cemento, hueso y encia a través
de los vasos sanguineos, y brinda drenaje linfatico. La inervacion del ligamento proporciona
sensibilidad propioceptiva y tactil.

En una radiografia de una region mandibular premolar-molar. El ligamento periodontal esta
incluido en e! espacio entre las raices (R) de los dientes y la lamina dura o hueso alveolar
propio (flechas). El hueso alveolar (AB) rodea la raiz a un nivel aproximadamente de 1 mm
apical al limite cementoadamantino (CEJ). El borde coronario del hueso se denomina cresta
alveolar (flechas). En las radiografias se pueden distinguir dos tipos de hueso alveolar.

1. La porcién de hueso alveolar que cubre el alveolo, también llamada hueso cortical, y a
veces denominada como “"lamina dura” (flechas). %%

2. lLa porciéon de la apdfisis alveolar que, en la radiografia, tiene un aspecto de red, se
denomina hueso esponjoso. : Figura 1.12

Fig. 1.12. Radiografia donde se muestra el espacio del ligamento periodontal .
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.
Lang.
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El ligamento periodontal se comunica por conductos vasculares (conductos de Volkmann)
en el hueso alveolar propio con los espacios medulares del hueso alveolar. El espacio del
ligamento periodontal tiene la forma de un reloj de arena, mas estrecho a nivel radicular
medio.

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

Se observa en un dibujo esquematico (figura 1.13), como el ligamento periodontal se ubica
entre el hueso alveolar propio (ABP) y el cemento radicular (RC).

El diente esta unido al hueso por haces de fibras colagenas que pueden ser divididas en los
siguientes grupos principales:

Fibras de la cresta alveolar(ACF)
Fibras horizontales (HF)

Fibras oblicuas (OF)

Fibras apicales (APF)

—_—— R®C

T AR

Fig. 1.13. Equema de las fibras del ligamento periodontal. Periodontologia Clinica e
Implantologia Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

El ligamento periodontal y el cemento radicular se desarrollan a partir del tejido conectivo
laxo (el foliculo) que rodea al germen dentario. Estas estructuras colagenas experimentan un
remodelado continuo (reabsorcién de fibras viejas y formacion de nuevas).

Las células del ligamento periodontal son: Fibroblastos, cementoblastos, osteoclastos, células
epiteliales células nerviosas. Las células epiteliales son los ~ restos epiteliales de Mallassez ~
que son restos de la vaina epitelial de Hertwig.
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4.9. CEMENTO RADICULAR

El cemento es un tejido mineralizado especializado que recubre las superficies radiculares vy,
ocasionalmente, pequenas porciones de las coronas dentarias. Se caracteriza por estar
depositandose continuamente durante toda la vida. Como otros tejidos mineralizados, consta
de fibras colagenas incluidas en una matriz organica.

Su contenido mineral, principalmente hidroxiapatita, es de alrededor del 65% en peso. El
cemento cumple distintas funciones. Se insertan en él las fibras periodontales dirigidas a la
raiz y contribuye al proceso de reparacion consecutivo a un dano en la superficie radicular.
Se reconocen dos tipos distintos de cemento: Figura 1.14

(A) (B)
Fig. 1.14 (A), (B). Cemento radicular. Periodontologia Clinica e implantologia
Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

(A)Cemento primario o cemento acelular, que se forma conjuntamente con la raiz y la
erupcion dentaria.

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

(A) El cemento radicular (RC) en contacto con la dentina radicular, a la izquierda, es
cemento primario. Este cemento primario o acelular no contiene células y se forma
simultaneamente a la dentina radicular y en presencia de la vaina epitelial de Hertwig. En
cierto momento de la formacidon dentaria, la vaina epitelial de Hertwig, que tapiza la
predentina recién formada, se quiebra y sus células epiteliales migran al tejido conectivo laxo
lateral al germen dentario. '?

Los fibroblastos del tejido conectivo laxo ocupan el area vecina a la predentina y producen
una capa de fibrillas colagenas orientadas aleatoriamente que hacen contacto, sin
penetracién, con la dentina recién formada. Los fibroblastos se diferencian como
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cementoblastos (flechas) y permanecen en la superficie del cementoide, que es el precursor
del cemento.

(B) Estructura del cemento secundario o cemento celular que, a diferencia del cemento
primario, contiene células. Esté se deposita sobre el primario durante el periodo funcional del
diente. El cemento celular se presenta solo en la parte intraalveolar de la raiz.

Ambos cementos son producidos por cementoblastos que cubren las superficie radicular.
Algunas de estas células se incorporan al cementoide, que posteriormente se mineraliza para
formar cemento.

Estas células quedan incorporadas al cemento son llamadas cementocitos que presentan
prolongaciones citoplasmaticas las cuales permiten tener una comunicacidn con los
cementoblastos de la superficie, y esto hace posible el transporte de nutrientes a través del
cemento asegurandose la vitalidad de este tejido mineralizado.

Las fibras del ligamento periodontal que se encuentran insertadas tanto en el hueso alveolar
como en el cemento acelular se les llama Fibras de Sharpey que se encuentran
mineralizadas. Figura 1.15

! e G oL I R e ey,
ST T e, RS A R Cemento

Lt oo i P2 Y e o

Dentina

Fig. 1.15. Fibras de Sharpey . Periodontologia .Clinica e Implantologia Odontolégica.
Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

Durante ia formacion del cemento acelular, las fibras principales del ligamento periodontal
van quedando incluidas, éstas Fibras de Sharpey forman un sistema fibroso extrinseco (E)
del cemento y son producidas por los fibroblastos del ligamento periodontal y del tejido
conectivo supraalveolar. Existe otro sistema fibroso intrinseco (I) que es formado por los
cementoblastos cuyas fibras estan orientadas de manera paralela al eje longitudinal de la
raiz.
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4.10. HUESO ALVEOLAR.

La apdfisis alveolar, o proceso alveolar, puede ser definida como aquella parte de los
maxilares, superior e inferior, que forma y sostiene los alveolos de los dientes. La apdfisis
alveolar se desarrolla conjuntamente con el desarrollo y erupcion de los dientes y se
reabsorbe graduaimente cuando los dientes se pierden. 5

Dicho proceso dseo esta formado en parte por células del foliculo dentario (hueso alveolar
propio) por células que son independientes del desarrollo dentario. Junto con el cemento
radicular y con el ligamento periodontal, el hueso alveolar constituye el aparato de insercién
de los dientes, cuya funcidn principal es distribuir y reabsorber las fuerzas generadas, por
ejemplo, por la masticacion por otros contactos dentarios. Figura 1.16.

Fig. 1.16. Hueso alveolar. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica.
Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

En un corte transversal de la apdfisis alveolar del maxilar superior a nivel de la porcién
radicular media de los dientes. Se observa que el hueso que cubre las superficies radiculares
es mas grueso en la zona palatina que en la vestibular de ese maxilar. Las paredes de los
alveolos estan tapizadas por hueso compacto (flechas) y el area entre los alveolos, incluida la
pared 6sea compacta, esta ocupada por hueso esponjoso.

Este ocupa la mayor parte de los tabiques interdentarios, pero sélo una porcion relativamente
pequena de las laminas vestibular y palatina. El hueso esponjoso contiene trabéculas éseas,
cuya arquitectura y tamano estan en parte determinados genéticamente y en parte son el
resultado de las fuerzas a las cuales estan expuestos los dientes durante la funcién.
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El hueso compacto, esta perforado por multiples conductos de Volkmann a través de los
cuales pasan vasos sanguineos y linfaticos y fibras nerviosas, desde el hueso alveolar hacia
el ligamento periodontal. La capa de hueso en la cual se insertan las Fibras de Sharpey se
denomina "hueso fasciculado" (hueso alveolar propio) y constituye la superficie interna de la
pared 6sea del alveolo.

El contenido mineral del hueso, que es principaimente hidroxiapatita, representa un 60% en
peso. Las unidades estructurales basicas del hueso son los osteoblastos y osteoclastos. LLos
osteoblastos (OB) producen osteoide, constituido por fibras colagenas y una matriz que
contiene principalmente proteoglucanos y glucoproteinas. Esta matriz 6sea experimenta una
mineralizacion por deposito de minerales, como calcio y fosfato, que posteriormente se
transforma en hidroxiapatita. *#*

Durante el proceso de maduracion y mineralizacion del osteiode, parte de los osteoblastos
(OB) quedan atrapados en el osteiode, estas células presentes en el osteiode y después en
el tejido dseo mineralizado, se les llama osteocitos y se encuentran en unas lagunas 6seas.

Los osteocitos estan comunicados con los osteoblastos de la superficie del hueso debido a
que poseen prolongaciones citoplasmaticas que corren por unos canaliculos. Figura 1.17.

CAL
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Fig. 1.17 (A) (B) (C). Osteocitos. Periodontologia Clinica e implantologia Odontolégica. Jan
Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

El hueso alveolar esta en continua renovacién en respuesta a las demandas funcionales. Los

dientes erupcionan y migran en direccidn mesial, durante toda la vida, para compensar la
atricion. Ese movimiento de los dientes implica un remodelado del hueso alveolar. Durante el
proceso de remodelado, las trabéculas 0seas estan siendo continuamente reabsorbidas y
reformadas y la masa Osea cortical se disuelve y es remplazada por hueso nuevo.
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La reabsorcién del hueso esta vinculada siempre a los osteoclastos (OCL). Estas son células
gigantes especializadas en la degradacién de la matriz mineralizada (hueso, dentina,
cemento) y, probablemente, se generan a partir de los monocitos vasculares. L.a osteolisis
(es decir, la degradaciéon del hueso) es un proceso celular activo ejercido por los
osteoclastos. Los osteoclastos activos en la reabsorcion se adhieren a la superficie del hueso
y crean concavidades lacunares denominadas /agunas de Howship.

Durante la degradacién del hueso cortical, se forman conductos de reabsorcién para los
vasos sanguineos proliferantes. Esos conductos, que en su centro contienen un vaso
sanguineo, se llenan posteriormente con hueso nuevo por la formacion de laminillas
dispuestas en capas concéntricas en torno del vaso.

Durante el crecimiento aposicional, se forman los osteones primarios, mientras que los
osteones secundarios se generan durante el proceso de remodelado. Primero, los
osteoclastos forman un conducto de reabsorcion, después, los osteoblastos aparecen y
comienzan a volver a llenar el conducto con laminillas concéntricas.

Los osteones (o sistema Haversiano), que son estructuras cilindricas longitudinalmente
orientadas construidas alrededor de los conductos vasculares (Haversianos).

No son solo estructurales sino ademas unidades metabdlicas. La nutricion del hueso esta
asegurada por la incorporacién de vasos sanguineos al tejido dseo. Estos, rodeados por
laminillas 6seas, constituyen el centro de un ostedn (O). El conducto central (que contiene
principalmente el vaso sanguineo) en un ostedn recibe el nombre de conducto de Havers
(HC). Se observa el sistema canalicular-lacunar, por el cual se comunican los osteocitos. Los
vasos sanguineos de los conductos haversianos estan conectados entre si por anastomosis
que corren por los conductos de Volkmann. Figura 1.18.

e
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Fig. 1.18. Sistema Haversiano. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan
Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang
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4.11. IRRIGACION SANGUINEA DEL PERIODONTO

Se suele considerar que las diversas arterias irrigan regiones bien definidas de la dentadura.
Pero, en realidad, hay multiples anastomosis entre las distintas arterias. De modo que debe
considerase al sistema integro de vasos sanguineos, antes que a grupos individuales de
arterias, como la unidad que irriga los tejidos blandos y duros de ambos maxilares. 2%

La arteria dentaria (a.d.), que es una rama de la arteria maxilar superior o inferior (a.a.i.)
abandona la arteria intratabical (a.i.) antes que ésta penetre en ei alveolo dentario. Las ramas
terminales de la arteria intratabical (rami perforantes, rr.p.), penetran en la lamina dura por
conductillos en todos los niveles del alveolo. Se anastomosan en el espacio del ligamento
periodontal con vasos sanguineos originados en la porcion apical del ligamento periodontal y
con otras ramas terminales de la arteria intratabical (a,i.). Antes de entrar en el conducto
radicular, la arteria dentaria (a.d.) emite ramas que vascularizan la porcién apical del
ligamento periodontal. Figura 1.19

Fig. 1.19.Irrigacién del periodonto. La encia recibe aporte
sanguineo de los vasos supraperiosticos que son ramas
terminales de las arterias sublingual(as),bucal(ab),facial(af),
palatinamavyor(ap),infraorbitaria(ai) y alveolar
posterosuperior(ap). Periodontologia Clinica e Implantologia
Odontoldgica.lJan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang
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Esta figura muestra el curso de la arteria palatina mayor (a.p.) esta arteria, que es una rama
de la arteria palatina inferior o ascendente (de la arteria maxilar superior, "maxilar interna")
corre a través del conducto palatino posterior hacia el paladar. En su marcha en direccion
frontal, esta arteria emite ramas que irrigan la mucosa masticatoria del paladar. Figura 1.20

Fig. 1.20. Encia vestibular esta irrigada por sangre proveniente, sobre todo, de los
vasos sanguineos supraperiosticos (sv) que, durantes su curso emiten numerosas
ramas a
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.
Lang

El Plexo subepitelial (sp), el cual esta ubicado por debajo del epitelio bucal de la encia libre
y adherida. Figura 1.21

S o N DA

Fig. 1.21. Plexo subepitelial . Periodontologia Clinica e implantologia Odontolégica.
Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

22



La encia libre recibe el aporte sanguineo de: vasos sanguineos supraperidsticos, vasos
sanguineos del ligamento periodontal, y vasos sanguineos del hueso alveolar.

En la encia libre, los vasos sanguineos supraperiosticos se anastomosan con vasos de el
hueso alveolar (ab) y el ligamento periodontal (pl) que pasan por la cresta del hueso alveolar
.Por debajo de del epitelio de insercion existe el plexo dentogingival que se compone de
una fina red de vasos sanguineos.

Los vasos sanguineos (ramas perforantes) surgidos de la arteria intratabical en el hueso
alveolar corren por los conductos de Volkmann presentes en la pared alveolar (VC) hacia el
ligamento periodontal (PL) donde se anastomosan , una vez que entran en el ligamento
vuelven a anastomosarse para formar una red poliédrica que rodea a la raiz del diente. Figura
1.22.

Fig. 1.22. Plexo dentogingival y red poliédrica que irrigan al periodonto. .
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica.
Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang
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4.12. SISTEMA LINFATICO DEL PERIODONTO

La linfa de los tejidos periodontales drena hacia los ganglios linfaticos de la cabeza y del
cuello. La encia labial y lingual de la region incisiva inferior drena hacia los ganglios linfaticos
submentonianos (SME).

La encia palatina del maxilar superior drena hacia los ganglios linféticos cervicales (cp).

La encia bucal del maxilar superior y la encia bucal y lingual en la regién premolar-molar
mandibular drena hacia los ganglios linfaticos submandibulares (sma). Excepto los terceros
molares y los incisivos mandibulares, todos los dientes con sus tejidos periodontales
adyacentes drenan hacia los ganglios submandibulares (sma). Los terceros molares drenan
hacia el ganglio linfatico yugulodigastrico y los incisivos mandibulares hacia los ganglios
linfdticos submentonianos (sme). Figura 1.23. "%

—)

N

sma sme

I\

Fig. 1.23. Sistema linfatico del periodonto. Periodontologia Clinica e Implantologia
Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang.
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4.13. NERVIOS DEL PERIODONTO.

Como los otros tejidos del organismo, el periodonto contiene receptores del dolor, del tacto y
de la presidn (mecanorreceptores). El ligamento periodontal, el cemento, el hueso alveolar,
contiene también propioreceptores, que aportan informacion sobre los movimientos y
posiciones (es decir, sensibilidad profunda).

Ademas de los distintos tipos de receptores sensoriales que pertenecen al sistema nervioso
somatico, hay componentes nerviosos que inervan los vasos sanguineos del periodonto y
que pertenecen al sistema nerviosos auténomo.

Los nervios que registran dolor, tacto y presion tienen su centro tréfico en el ganglio
semilunar, o de Gasser, mientras que los nervios propioreceptores tienen su centro trofico en
el nucleo mesencefalico, de ubicacion més central.

Ambos tipos de nervios llegan al periodonto por la via del nervio trigémino y sus ramas
terminales. Debido a la presencia de receptores en el ligamento periodontal es posible la
identificacion de fuerzas menores. Es bien conocido que un movimiento que lleva a los
dientes de la mandibula al contacto con las caras oclusales de los dientes superiores se
interrumpe de forma refleja y se convierte en un movimiento de apertura si al morder se
detecta un objeto duro.

De este modo, los receptores en el ligamento periodontal, junto con los propioreceptores en
musculos y tendones, desempenan un papel esencial en la regulaciéon de los movimientos y
de las fuerzas masticatorias.

La encia labial de los incisivos, caninos y premolares superiores esta inervada por ramas
labiales superiores del nervio infraorbitario. La encia bucal en la region molar del maxilar
superior esta inervada por ramas del nervio dental superior posterior.

La encia palatina esta inervada por el nervio palatino mayor, excepto el area de los incisivos,
que esta inervada por el nervio esfenopalatino largo, n. pterigopalatino.

La encia lingual del maxilar inferior esta inervada por el nervio sublingual. La encia vestibular

de los incisivos y caninos inferiores esta inervada por el nervio mentoniano, y la vestibular de
los molares por el nervio buccinador.
Las zonas de inervacidn de estos dos nervios con frecuencia se superponen en la region
premolar. Los dientes del maxilar inferior, incluido su ligamento periodontal, estan inervados
por el nervio dentario inferior o alveolar inferior, mientras que los del maxilar superior estan
inervados por el plexo dentario superior o alveolar superior.
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Los pequefos nervios del periodonto siguen casi el mismo curso que los vasos sanguineos.
Los nervios de la encia corren en el tejido superficial hacia el periostio y emiten varias ramas
al epitelio bucal en su camino hacia la encia libre.

Los nervios entran en el ligamento periodontal a través de las perforaciones en la pared

alveolar (conductos de Volkmann). En el ligamento periodontal, los nervios se unen en haces
mayores que siguen un curso paralelo al eje longitudinal del diente. Figura 1.24. '2°
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Fig. 1.24.Nervios del parodonto. Atlas de Anatomia Humana. Sobota
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4.14. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

Las reacciones inflamatoria e inmunitaria frente a la placa microbiana constituyen los rasgos
predominantes de la gingivitis y la periodontitis. La reaccién inflamatoria es visible
microscopica y clinicamente en el periodonto afectado y representa la respuesta del huésped
a la microflora de la placa y a sus productos

El epitelio de unidn singularmente poroso tiene una notable dinamica celular y fluida y en todo
momento procura preservar la continuidad epitelial a través de Ia interfase de tejido duro y
blando. Los procesos inflamatorios e inmunitarios en los tejidos periodontales son una
respuestia no sélo a una especie microbiana, sino a gran cantidad de microorganismos y sus
productos, que actuan durante un periodo relativamente prolongado. Las bolsas
periodontales pueden contener mas de 400 especies diferentes de microorganismos, cada
una con distinto potencial inductor de enfermedades, lo que varia segin el medio y la etapa
de 1a colonizacion. La enfermedad periodontal ha sido a veces denominada como "infeccion

bacteriana mixta"” para destacar que contribuye mas de una especie al desarrollo de la
enfermedad.

La destruccion periodontal puede deberse tanto a las enzimas virulentas producidas por las
bacterias que inducen la inflamacién, como a una reaccion inmunitaria a los productos de
desecho o al componente lipopolisacarido de la membrana externa de los organismos
gramnegativos.

Cada sitio afectado en su boca representa un microambiente "individualizado" o "especifico".
En algunos sitios, la lesién inflamatoria puede estar limitada a la encia (gingivitis) durante
largos periodos sin un progreso visible de la enfermedad hacia los tejidos mas profundos. En
otros sitios puede estar produciéndose destruccién periodontal activa y puede ser una
consecuencia de una variedad de factores. Los hallazgos de ios estudios epidemiolégicos
revelaron de forma constante que la experiencia y extension de la enfermedad periodontal
aumenta con la edad y con la higiene bucal inadecuada.

Las personas normales que mantengan un nivel alto de higiene bucal tienen pocas
probabilidades de padecer enfermedad gingival o periodontal. No obstante, estudios clinicos
experimentales a corto plazo demostraron que los microorganismos comienzan rapidamente
a colonizar las superficies dentarias limpias cuando el individuo se abstiene de la limpieza
dentaria mecanica, en pocos dias se visualizan signos clinicos y microscopicos de gingivitis.

Estas alteraciones inflamatorias se resuelven o revierten cuando se reanudan las medidas de
higiene dentaria correctas.?> De donde, los microorganismos que forman la placa dental
contienen o liberan componentes que inducen a la gingivitis.

La mayoria de los tipos de enfermedad periodontal son trastornos asociados a la placa que
se inician como una manifiesta inflamacién de la encia. Si se deja sin tratar, en personas
susceptibles, puede extenderse a porciones mas profundas del periodonto. Esta respuesta
puede ser modificada por hormonas, como en el caso de la pubertad y el embarazo (con el
resultado de encia edematosa o hipertrofiada o ambas cosas) o por farmacos, como
fenitoina, ciclosporina o nifedipina (farmacos que inducen la hipertrofia gingival).

27



4.15. ENCIiA NORMAL

La encia normal se caracteriza clinicamente por su color rosado y consistencia firme; el
margen gingival tiene un contorno festoneado. Las papilas dentarias estan firmes, no sangra
por un sondeo suave y llenan el espacio por debajo de las areas de contacto. Las encias
tienen a menudo un aspecto punteado y el margen es fino como el borde de un cuchillo entre
el diente y el tejido blando. Las encias normales, tedricamente, estan libres de inflamacion
histoldgica, pero esta situaciéon "ideal" sélo puede ser establecida experimentalmente en
seres humanos después de varias semanas de un control minucioso cotidiano de la placa.

La inflamacion gingival resulta de una sobrecarga de bacterias probablemente debida a un
escaso control de la placa. Las alteraciones de los sistemas Inmunitarios o inflamatorios
pueden producir como consecuencia una inflamacién gingival manifiesta.

La periodontitis cronica, requiere cierta predisposicion adicional referida al huésped, por
ejemplo, un defecto neutrofilico, un ataque microbiano abrumador o una incapacidad para
desarrollar una respuesta inmune eficaz a los microorganismos de la placa. "**

4.16. CARACTERISTICAS CLINICAS

4.17. INFLAMACION GINGIVAL.

Dentro de los 10 a 20 ,dias de acumulacion de placa, se establecen signos de gingivitis en la
mayoria de ias personas, aunque esto varia, con algunos individuos intrinsecamente
resistentes y otros mas propensos a una gingivitis manifiesta. Esta gingivitis se presenta con
un enrojecimiento de las encias, tumefacciéon y tendencia incrementada del tejido blando a
sangrar ante un suave sondeo . Aun en esta etapa, los signos clinicos son reversibles
después de la eliminacién de la placa microbiana con medidas de control eficaces.

Las alteraciones clinicas pueden parecer sutiles en las primeras etapas de la gingivitis, pero
las modificaciones histopatoldgicas subyacentes son bastante marcadas. Se producen
cambios en la red vascular, con apertura de muchos lechos capilares. El liquido exudado y
las proteinas invaden los tejidos y se produce una penetracion de células inflamatorias en el
tejido conectivo subyacente al epitelio de unién. El infiltrado celular inflamatorio comprende
principalmente linfocitos, macréfagos y neutréfilos. Al aumentar la infiltracion celular, se
modifica la composicion estructural y celular de los tejidos 23252627
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En 1978, Page y Schroeder clasificaron la progresion de la inflamacién gingival y
periodontal en funcidn de la evidencia clinica e histopatoldgica disponible entonces.
Dividieron la lesién en progreso en cuatro fases:

inicial,
temprana
establecida y
avanzada.

4.18. LESION GINGIVAL INICIAL

Esta lesion inicial o muy temprana, siendo tipica de la encia sana clinicamente, podria ser
considerada como un estado fisiolégico. Podria ser una consecuencia de las caracteristicas
singulares de la regién del epitelio de adherencia: el epitelio es muy poroso; tiene espacios
intracelulares relativamente grandes

Se produce rapidamente inflamacion en cuanto se deposita placa en el diente. En 24 horas
son evidentes unos cambios acentuados en el plexo microvascular por debajo del epitelio de
unién en cuanto llega mas sangre al area. Histopatolégicamente, es evidente la dilatacion de
las arteriolas, capilares y venulas.

El resultado es un incremento de la permeabilidad del lecho microvascular, de modo que se
exudan liquidos y proteinas hacia los tejidos .

Se puede tomar muestras de este liquido crevicular gingival (GCF), mediante la colocacion de
tiras de papel filtro en el margen gingival para absorber el exudado. El volumen del exudado
es proporcional a la gravedad de la inflamacién gingival presente. La concentracion de las
diversas proteinas plasmaticas, proteasas tisulares, inhibidores y productos de degradacion y
enzimas leucocitarias en la hendidura gingival son considerados marcadores muy ltitiles del
proceso inflamatorio y se estan utilizando como marcadores diagndsticos de la enfermedad
periodontal. 3%

Simultaneamente a las alteraciones vasculares, la migracion de los leucocitos desde el
sistema vascular dentogingival esta reforzada por las moléculas de adhesién, la molécula-1
de adhesidn intercelular (ICAM- 1) y la molécula-1 de adhesion leucocitaria endotelial (ELAM-
1) .Y otras adhesinas presentes en las células del epitelio de unién®® , y por la presencia de
factores quimiotacticos microbianos y del huésped. Estas moléculas ayudan a los leucocitos a
unirse a las vénulas postcapilares y ayudan a las células a dejar el vaso sanguineo.
Probablemente a los 2 a 4 dias de acumulacién de placa, la respuesta celular esta bien
establecida.
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4.19. LESION GINGIVAL TEMPRANA .

La lesion gjngival temprana, o precoz, se produce aproximadamente siete dias después de
acumulacion de placa. Sélo se puede dar una aproximacion del tiempo requerido pues existe
una variacion acentuada entre distintos seres humanos.

La variacion vista en el hombre puede ser debida a diferentes capacidades de retencién de la
placa tanto del sujeto como del sitio o a diferencias entre los sujetos en rasgos como los
niveles hormonales. Histoldégicamente, los vasos por debajo del epitelio de unién permanecen
dilatados, pero su cantidad aumenta debido a la apertura de lechos capilares previamente
inactivos.

Linfocitos y neutrofilos constituyen la infiltracién leucocitaria predominante en esta etapa y se
observan muy pocos plasmocitos en la lesion 27?°, Dentro de la lesidn, los fibrobiastos
degeneran; se produce destruccion de colageno en el area infiltrada que es necesaria para
que los tejidos puedan ser separados para dejar lugar a las células infiltrantes, Las
alteraciones inflamatorias son apreciables clinicamente en esta etapa y, aproximandose al
término de la segunda semana de acumulacion de placa, se pueden hallar depdsitos
subgingivales.

4.20. LESION GINGIVAL ESTABLECIDA .

Hay un incremento del exudado liquido y migracion de leucocitos hacia los tejidos y la
hendidura gingival. Clinicamente, esta lesion presentara una tumefaccion edematosa mayor
que la "gingivitis temprana” y puede ser considerada una "gingivitis establecida". %

En la lesion establecida clasica se ven grandes cantidades de plasmocitos maduros. La
pérdida de colageno contintia en ambas direcciones, lateral y apical, al expandirse el infiltrado
celular inflamatorio.

Durante este tiempo, el epitelio dentogingival continda proliferando en un intento por
mantener la integridad epitelial y una barrera a la penetracién microbiana. El epitelio de la
bolsa no esta adherido a la superficie dentaria y tiene una fuerte infiltracion leucocitaria, con
predominio de neutréfilos que eventualmente migran a través del epitelio hacia la hendidura
gingival o bolsa.

Parecen existir dos tipos de lesidon establecida, uno se mantiene estable y no progresa por
meses o afios 2* mientras que el segundo se hace mas activa y se convierte en lesiones
periodontales destructivas.

Un estudio mas reciente comparé las densidades de plasmocitos en sitios con periodontitis
progresiva activa y en sitios con bolsas profundas y gingivitis sin pérdida significativa de
insercion durante dos anos. La densidad de los plasmocitos (51,3%) estaba mucho mas
incrementada en los sitios activos, que en los inactivos (31,0%).

30



4.21. LESION GINGIVAL / PERIODONTAL AVANZADA

La etapa final en este proceso es conocida como lesién avanzada. Al profundizar la bolsa,
probablemente debido al epitelio que se extiende apicalmente en respuesta a la irritacién de
la placa y a episodios destructivos de corta duracidon, la placa continia su crecimiento en
profundidad y florece en su nicho ecolégico anaerobio. El infiltrado de células inflamatorias se
extiende lateralmente y mas apicalmente en los tejidos conectivos. La lesién avanzada tiene
todas las caracteristicas de la lesidon establecida, pero difiere en forma importante en cuanto a
que existe pérdida de hueso alveolar, el dafo a las fibras es amplio, el epitelio de unidn migra
apicalmente desde el limite cemento adamantino y hay amplias manifestaciones de lesién
tisular inflamatoria. La lesién ya no esta localizada y e! infiltrado celular inflamatorio se
extiende lateral y apicalmente en el tejido conectivo. Los plasmocitos constituyen el tipo
celular predominante en la lesion avanzada. Hay similitudes entre la lesion establecida de
una gingivitis crénica y la lesidn avanzada de periodontitis cronica. Figura1.24.%
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4.22. ETIOLOGIA Y PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal se desarrolia por lo regular a partir de la gingivitis. Sin embargo,
no todas las gingivitis dan lugar a una periodontitis. La cantidad de virulencia de los
microorganismos (patégenos) por una parte, y el estado inmunolégico del paciente, son
decisivos en la actividad inflamatoria y en la progresion. La periodontitis es el resultado del
progreso inflamatorio de la encia a las estructuras del periodonto. Dando como resultado la
reabsorcion del hueso alveolar y pérdida de la insercion, seguida por la formacién de bolsas
periodon'(ales.31

Como consecuencia de esta migracion es que el epitelio se union llega hasta la raiz del
diente. El proceso inicia afectando las fibras dentogingivales y dentoperidsticas,
posteriormente se ven afectadas las fibras del ligamento periodontal. La pérdida de tejido
conectivo en la superficie de unién con la raiz es irreversible ya que el epitelio de la bolsa
periodontal impide la reinsercion de las fibras de colageno. Las sustancias microbianas
estimulan a las células epiteliales para que produzcan citoquinas proinflamatorias y otros
mediadores quimicos de la inflamacion. En las primeras etapas, los neutréfilos (leucocitos
polimorfonucleares o PMN) predominan debido a la movilidad y flexibilidad de estas células y
a los efectos de las moleculas de adhesidn sobre los vasos sanguineos a los que
preferentemente se unen los PMN en las etapas iniciales de la inflamacion.’

De esta manera, los PMN son atraidos al area junto con otros leucocitos, como los
monocitos, macrofagos v linfocitos. Los macréfagos son probablemente el Unico tipo de célula
fuera del neutrofilo que tiene una funcion util en la hendidura, es decir, que pueden fagocitar
PMN muertos y agonizantes y asi retirarlos del area. La acumulacion de PMN y su actividad
en la hendidura gingival tiene como resultado la liberacién de muchas enzimas que ocasionan
efectos perjudiciales para los tejidos del huésped igual que para los microorganismos.
Ademas, la infiltracion inmunitaria necesita espacio en el periodonto para comenzar su
funcion y deben perderse componentes estructurales con el fin de crear el espacio fisico para
esos leucocitos infiltrados. 93¢

Las capas epiteliales son destruidas, el epitelio se reforma en una ubicacion mas apical y se
forma la bolsa. Al extenderse la infiltracién, se reabsorbe el hueso con el fin de hacer mas
espacio para las células de la defensa. Se forma tejido de granulacion fuertemente
vascularizado y lleno de plasmocitos productores de anticuerpos.

Este tejido de granulacién requiere mas espacio y muchas de sus células producen enzimas
degradantes de la matriz y citoquinas que directa e indirectamente degradan aun mas el
tejido conectivo y el hueso. Finalmente, si no se los reprime, los microorganismos continuaran
generando productos perjudiciales para el huésped, éste continuara dando una respuesta
frustrada, la bolsa profundizara, el tejido de granulacion se extendera, se perdera hueso y
ligamento y, finalmente, desapareceran bastantes estructuras de sostén del diente como para
causar la exfoliacion. La patogenia de la enfermedad periodontal origina la destrucciéon de los
tejidos de soporte del diente y es consecuencia de las acciones frustradas e ineficaces de los
sistemas de defensa del huésped en respuesta a la acumulaciéon de placa. Este proceso
patogénico difiere en extensién y gravedad de un individuo a otro y en cada uno y ias razones
son multifactoriales. 373%
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Sin embargo, se reconoce cada vez mas que existe un fuerte componente genético en la
susceptibilidad a la enfermedad periodontal. La placa microbiana desarrolla un papel
fundamental en el proceso patogénico, de modo que el Unico método universaimente
aceptado para detener la destruccidén periodontal es por medio de una estrategia
antimicrobiana, para lo que suelen ser eficaces el alisado radicular y el escrupuloso
mantenimiento de la higiene bucal. A continuacién se muestra un cuadro de la clasificacién
de la enfermedad periodontal y otros transtornos que afectan al parodonto. Cuadro | . 34°
Cuadro .

A. Periodontitis del adulto:

1. Clasificacion |, Ii, Ill, 1V de la AAP.

2. Epidemiologia: periodontitis de evolucion moderada y rapida.

3. Clinica basada en tratamiento: refractaria recurrente

4. Clinica basada en la historia: periodontitis ulcerosa necrosante aguda recurrente
y periodontitis juvenil poslocalizada..

B. Periodontitis juvenil:

1. Periodontitis localizada juvenil.
2. Periodontitis generalizada juvenil.

C. Periodontitis con complicaciones sistémicas:

Periodontitis con alteraciones primarias de neutrdfilos

a. Agranulocitosis.

b. Neutropenia ciclica.

c. Sindrome Chedial-Higashi.

d. Anormalidades en la adherencia de neutréfilos

e. Sindrome de Job.

f. Sindrome del "leucocito perezoso".

g. Anormalidades en la funcién de neutrdéfilos.

2. Periodontitis en padecimientos sistémicos con deterioro de neutréfilos secundario o
relacionado.

a. Diabetes sacarina tipo 1 y Il.

b. Sindrome Papilion-LeFévre.

c. Sindrome de Down.

d. Enfermedades inflamatorias del intestino: enfermedad de Crohn.
e. Sindrome preleucémico.

f. Sindrome de Addison.

g. S.I.D.A.

3. Otros padecimientos sistémicos relacionados con alteraciones en la estructura del aparato
de inserciéon periodontal.
a

. Sindrome Ehlers-Dantos (VIII).
b Escleroderma
f. Histocitosis (granuioma eosinofilico).
c. Sarcoidosis.
Q. Hipertiroidismo.
d. Hipoadrenocorticismo
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. Transtornos diversos que afectan al periodonto.Abscesos periodontales

D

1. Quistes periodontales

2. Anquilosis.

3. Resorcion radicular

4 Lesiones por comunicacién periodonto-pulpa.

4.23. PLACA DENTOBACTERIANA.

Se puede definir como una biopelicula que se compone de bacterias en una matriz
compuesta principalmente por polimeros bacterianos extracelulares y productos salivales o
exudados gingivales o ambos.

Considerando que, la acumulacién de bacterias sobre superficies sélidas no es un fenémeno
odontolégico exclusivo.

Las biopeliculas se forman en todas las superficies inmersas en medios acuosos naturales.
Se forman en medios liquidos donde las bacterias reciben un aporte nutritivo regular
presentandose una formacién rapida de capas visibles de microorganismos acompanada de
polimeros producto de la excrecion bacteriana.

El tratamiento con sustancias antnmlcroblanas no tiene mucho éxito hasta que se eliminen
los depésitos mecanicamente.®

4.24. FORMACION DE LA PLACA.

La capacidad de adherirse a las superficies es una propiedad general de casi todas las
bacterias. Inmediatamente después de la inmersidon de un sustrato sélido en el medio liquido
de la cavidad bucal o después de la limpieza de una superficie sdlida en la boca, las
macromoléculas hidrofébicas comienzan adsorberse a la superficie para formar una pelicula
adecuada denominada pelicula adquirida. Esta pelicula esta compuesta de una variedad de
glucoproteinas (mucinas) salivales y anticuerpos la pelicula altera la carga y la energia libre le
la superficie, que a su vez aumenta la eficiencia de la adhesion bacteriana. Las bacterias se
adhieren de manera variable a estas superficies recubiertas. Algunas poseen estructuras
para la adhesion especificas, tales como sustancias poliméricas extracelulares y fimbrias, que
les permiten adherirse rapidamente al contacto.

Otras bacterias requieren una exposicion prolongada para unirse firmemente. Su
comportamiento cambia una vez adheridas a las superficies. Esto implica un crecimiento
celular activo de las bacterias antes inactivas y la sintesis de nuevos componentes de la
membrana exterior. La masa bacteriana se incrementa debido al desarrollo continuo de los
microorganismos adheridos, a la adhesién de nuevas bacterias y a la sintesis de polimeros
extracelulares.®®3°
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Con el espesor incrementado, la difusidn hacia adentro y hacia afuera de la biopelicula se
hace cada vez mas dificil. Se genera un gradiente de oxigeno como resultado de la rapida
utilizacién por las capas de bacterias superficiales y a la escasa difusion del oxigeno a través
de la matriz de la biopelicula. Suelen terminar por darse condiciones completamente
anaerdébicas en las capas mas profundas de los depoésitos.

El oxigeno es un factor ecolégico determinante importante, pues las bacterias varian su
capacidad de crecimiento y multiplicacion con los diferentes niveles de oxigeno. También se
producen gradientes de disminucion de los nutrientes suministrados por la fase acuosa, es
decir, la saliva. Como resultado del metabolismo bacteriano se generan gradientes inversos
de productos de fermentacion.

Los productos de la dieta disueltos en la saliva son una fuente importante de nutrientes para
las bacterias de la placa supragingival. Pero, una vez constituida una bolsa periodontal mas
profunda, las condiciones de nutricidn de las bacterias se alteran debido a que esta muy
limitada la penetracion de las sustancias disueltas en la saliva. *°

Dentro de la bolsa profunda, la fuente nutricional principal para el metabolismo microbiano
proviene de los tejidos periodontales y de la sangre. Muchas bacterias que se encuentran en
la bolsa producen enzimas hidroliticas con las cuales pueden degradar las macromoléculas
complejas del huésped a peptidos y aminoacidos simples. Estas enzimas pueden ser un
factor primordial en los procesos destructivos de los tejidos periodontales.

La colonizacién primaria se debe a cocos gram-positivos facultativos. Se absorben a las
superficies cubiertas por pelicula poco tiempo después de la limpieza mecanica. La placa
recolectada después de 24 horas se compone sobre todo de estreptococos, de los que el S.
sanguis es el mas destacado.

En la fase siguiente, bacilos gram-positivos, que inicialmente estan presentes en numeros
muy bajos, aumentan gradualmente y terminan por superar a los estreptococos. En la etapa
de desarrollo de la placa predominan los filamentos gram-positivos, particularmente los
Actinomyces. Las superficies receptoras de los cocos y bacilos gram-positivos permiten la
posterior adherencia de organismos gram-negativos, que tienen menor capacidad para
adherirse a la pelicula directamente. De esta manera pueden adherirse Veillonella,
fusobacterias y otras bacterias anaerobias gram-negativas.

La heterogeneidad de la placa, asi, gradualmente, crece y, con el tiempo, alcanza grandes
cantidades de organismos gram-positivos. El intercambio de nutrientes entre las diferentes
especies, asi como las interacciones negativas, es decir, la producciéon de bacteriocinas,
desempenan cierto papel en el establecimiento de !a comunidad bacteriana estable.

Debido a la influencia de los factores ambientales locales, en distintas zonas se desarrollan

tipos estructuralmente diferentes de placas. Ejemplos de esto son la placa de las superficies
adamantinas lisas o la placa de las hendiduras gingivales superficiales.
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La acumulaciéon de placa a lo largo del margen gingival origina una reaccién inflamatoria de
los tejidos gingivales. La presencia, de esta inflamacion tiene una influencia profunda sobre la
ecologia local. La disponibilidad de sangre y de los componentes del fluido gingival promueve
el crecimiento de las especies bacterianas gram-negativas con mayor potencial
periodontopatégeno. En razén de su capacidad enzimatica de digerir las proteinas, muchos
de estos microorganismos no dependen de una disponibilidad directa de una dieta de
hidratos de carbono. Estas bacterias no producen polimeros extracelulares y generan una
placa dental poco adherida en la bolsa periodontal en formacion.

En resumen, inmediatamente después de la inmersion de superficies duras no descamantes
en el medio fluido de la cavidad bucal, la adsorcién de macromoléculas conducira a la
formacion de una biopelicula. En la adhesion microbiana a esta capa glucoproteica
participaran, primero, los formadores primarios de placa, como los cocos y bacilos gram-
negativos anaerobios facultativos. Después, la colonizacion de receptores de estos
microorganismos involucrara a bacterias gram-negativas anaerobias estrictas, en tanto que
los formadores primarios de placa se multiplican para formar colonias.

4.25.ESTRUCTURA DE LA PLACA DENTAL
La placa dental microbiana se clasifica de acuerdo con su localizacién en:
e supragingivai

» subgingival

4.26 PLACA SUPRAGINGIVAL Se refiere a aquellas agregaciones bacterianas que se
encuentran en las superficies dentales aunque puede encontrarse dentro del surco gingival.

Es detectable clinicamente después de dos dias en los que no se haya removido
mecanicamente. Puede ser de color blanco o amarilla siendo mas gruesa en el tercio cervical
o gingival y en las zonas interproximales de los dientes.

Las superficies dentarias, el esmalte y el cemento expuesto, se cubren de una fina pelicula
de glucoproteinas, que si es eliminada se vuelve a formar en minutos. Esta pelicula
desempena un papel importante en la adherencia selectiva de las bacterias a la superficie
dental, siendo las bacterias cocoides y leucocitos polimorfonucleares los primeros en
adherirse.

Durante las primeras horas, las bacterias que resisten el despegamiento de la pelicula
pueden comenzar a proliferar y a formar pequefias colonias de microorganismos
morfolégicamente similares. Un ejemplo es el de las configuraciones en forma de mazorca
resultantes del crecimiento de cocos en la superficie de un microorganismo filamentoso. Otro
rasgo de la placa mas antigua es la presencia de bacterias muertas y lisadas que pueden
aportar nutrientes adicionales a las bacterias alun viables de la vecindad o como material de
anclaje para asegurar la retencién en la placa.
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El material presente entre las bacterias de la placa dental recibe el nombre de matriz
intermicrobiana y constituye aproximadamente el 25% del volumen de la placa. Tres pueden
ser las fuentes que contribuyen a la matriz intermicrobiana: los microorganismos de ia placa,
la saliva y el exudado gingival.

Las bacterias pueden excretar varios productos metabdlicos. Algunas pueden producir
diversos polimeros de carbohidratos extracelulares que sirven como almacenamiento de
energia o como material de anclaje para asegurar la retencién en la placa.

Los glacidos de la matriz han sido muy estudiados y por lo menos algunos de los
polisacaridos de la matriz de la placa estan bien caracterizados: fructanos (levanos) y
glucanos. Los fructanos son sintetizados en la placa a partir de la sacarosa de la dieta y
constituyen un almacenamiento de energia que puede ser utilizado por los microorganismos
en tiempos de aporte escaso de azicar. A partir de ésta también se produce la sintesis de los
glucanos. Un tipo de éstos es el dextrano, que también sirve de almacenamiento de energia.
Otro glucano es el mutano, que no se degrada con facilidad, y que actlta como esqueleto de
la matriz.

En los dias siguientes continlia el crecimiento de la placa con el asiento de cocos gram-
negativos, asi como fusoespirilares gram-positivos y gram- negativos. A las tres semanas se
observa, especialmente en la proximidad del borde de la encia un marcado aumento de
fusiformes. Por efecto de Ila liberacion de sustancias, la flora bacteriana provoca en el tejido
una fuerte migraciéon de los leucocitos PMN y una exudacién en el sulcus (barrera leucocitaria
contra las bacterias). Con la aparicién de la gingivitis se debilita el epitelio de union, por lo
que las bacterias pueden penetrar en la region subgingival entre el diente y el epitelio de la
bolsa gingival.

4.27. PLACA SUBGINGIVAL. Se encuentra por completo dentro del surco gingival o en
bolsas periodontales, esta compuesta por bacterias unidas unas a la superficie dental otras
al revestimiento epitelial de la bolsa de manera que resisten la remocion del liquido
crevicular.

La placa subgingival, estructuralmente, se asemeja a la supragingival, en particular con
respecto de la placa asociada a gingivitis sin formacion de bolsas profundas.

Adyacente al material cuticular que recubre la superficie dentaria aparece una acumulacion
muy densa de microorganismos. Las bacterias son cocos, bacilos y filamentos gram-positivos
y negativos. También se encuentran espiroquetas y diversas bacterias flageladas, en especial
en la extension apical de la placa. La capa superficial suele estar menos condensada y se
interponen leucocitos regularmente entre la placa y el recubrimiento epitelial de Ia hendidura
gingival. %3

Las bacterias situadas subgingivalmente parecen tener capacidad para invadir los tubulos de
dentina cuyas aberturas hayan quedado expuestas como consecuencia de las reabsorciones
del cemento impulsada por la inflamacion.
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Ese habitat podria servir como fuente para la recolonizacion del espacio subgingival después
del tratamiento de la enfermedad periodontal. En resumen, hay cuatro nichos ecol6gicos
distintos de composicidn probablemente diferente:

1. la superficie dentaria

2. el medio liquido del exudado gingival

3. la superficie de las células epiteliales y

4. la porcion superficial del epitelio de la bolsa.

4.28. SARRO DENTAL

También es lltamado calculo dental se produce como resultado de la calcificacion de las
proteinas salivales, el sarro suele representar la placa bacteriana mineralizada.

4.29. DISTRIBUCION, DIAGNOSTICO Y ASPECTO CLINICOS:

Al sarro supragingival se le reconoce como una masa de moderada dureza de color blanco
cremoso a amarilio oscuro o pardo. El grado de formacion de sarro no depende sélo de la
cantidad de placa bacteriana presente, sino también de la secrecién de las glandulas
salivales.

El sarro subgingival se puede hallar por exploracién tactil solamente, pues su formacion se
produce hacia la zona apical del margen gingival y, por lo tanto, no suele ser visible. Los
depésitos pequefios o los remanentes después de la instrumentacién radicular apenas
podrian ser visualizados radiograficamente. Si se abre el margen gingival con un chorro de
aire o si se separa con un instrumento odontolégico, podria llegar a verse una masa dura
calcificada negra de superficie aspera irregular. Por consiguiente, se encuentra sarro
subgingival en la mayoria de las bolsas periodontales, extendiéndose habitualmente desde el
limite cementoadamantino y llegando hasta cerca del fondo de la bolsa. Pero se suele hallar
una banda de 0,5 mm hacia la zona coronaria de la extension apical de la bolsa periodontal,
zona que se presenta libre de depédsitos mineralizados debido a que el liquido sulcular
gingival exudado por los tejidos blandos periodontales actia como freno para la acumulacién
microbiana igual que el sarro supragingival, el subgingival constituye también un medio ideal
para la adhesion.'?3

En algunas personas, el tiempo requerido para la formacién de sarro supragingival es de 2
semanas, tiempo en que ya el depdsito puede contener aproximadamente el 80% del material
inorganico hallado en el sarro maduro, en pocos dias puede haber ya muestras de
mineralizacién. No obstante, la formacion de sarro dental con la composicion cristalina
madura del sarro viejo puede requerir de meses a afos. La placa supragingival se forma de
proteina salival y placa subgingival mineralizadas en presencia de exudado inflamatorio en la
bolsa. Por lo tanto, es evidente que el sarro subgingival representa un producto secundario
de la infeccién y no una causa primaria de periodontitis.
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4.30. ESTRUCTURA DE LA CELULA PROCARIOTICA

La célula procaridtica es mas simple que la célula eucariética a cualquier nivel con una
excepcidn: la pared celular puede ser mas compleja.

Los rasgos importantes de anatomia del procarionte deben proporcionar :

1. El encapsulamiento de los volimenes internos de la célula y la separacion del
ambiente externo.

2. La replicacion (la duplicacion) de su informacion genética.

3 La sintesis de todos los componentes de la célula.

4. La generacion, almacenamiento, y utilizacidon de compuestos ricos en energia.
5 La entrada y salida de moléculas especificas.

Adicionaimente existen otras funciones pero no necesariamente .
1.el movimiento celular .
2. transferencia de informacién genética a otras células.

3. el almacenamiento de materiales de la reserva como carbohidratos, que pueden
usarse despueés para la produccién de energia.

4. la formacién de un tipo celular diferente llamado endosporas.’?

4.31. ENVOLTURA CELULAR.

Las capas que rodean a la célula procaridtica se conocen, en términos generales, como
envoltura celular. La estructura y organizacion de ésta difiere en las bacterias
grampositivas y las gramnegativas; muchas bacterias tanto eubacterias como
arqueobacterias grampositivas y gramnegativas, poseen un reticulado de proteina tipo
subunidad cristalino bidimensional, o moléculas de glucoproteina (capa S) como el
componente mas externo de la envoltura celular cuya funcion se asocia con la
protecciéon de enzimas de degradacion, de bacteriofagos, mantiene la forma celular y
puede estar implicada en la adherencia celular.
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4.32. MEMBRANA CITOPLASMICA

Estructura

La membrana citoplasmica de las bacterias, también conocida como membrana celular,
es una "membrana unitaria” tipica que se compone de fosfolipidos y proteinas; Las
membranas de los procariotes se distinguen de las células eucariéticas por la ausencia
de esteroles.

Funcion.

Las principales funciones de la membrana citoplasmica son: 1) permeabilidad selectiva
y transporte de solutos; 2) transporte de electrones y fosforilacion oxidativa, en especies
aerobias; 3) excrecion de exoenzimas hidroliticas; 4) portar a las enzimas y las
moléculas transportadoras que intervienen en la biosintesis de DNA, polimeros de la
pared celular y lipidos de membrana, y 5) porta a los receptores de membrana y otras
proteinas de los sistemas quimiotacticos y otros de transduccién sensorial.

4.33. PARED CELULAR.

Las capas de la envoltura celular que se ubican entre la membrana citoplasmica y la
capsula se conocen colectivamente como la "pared celular’. En las bacterias
grampositivas la pared celular esta constituida principalmente por peptidoglucano y
acido teicoico; en las gramnegativas, la pared celular incluye al péptidoglucano y a la
membrana exterior.

Las bacterias se clasifican como grampositivas o gramnegativas seglin su respuesta a
la técnica de tincion de Gram. Este procedimiento, denominado asi por el histélogo
Christian Gram, quien desarrollo este procedimiento diferencial de tincion en un intento
para tefir bacterias en tejidos infectados. Las células se tifien primero con cristal
violeta y yodo, y luego se lavan con acetona o alcohol. La tltima etapa decolorara a una
bacteria gramnegativa, pero no a las bacterias grampositivas.

La diferencia entre las bacterias gramnegativas y las grampositivas reside en la pared
celular; las grampositivas pueden decolorarse con la adicién de acetona o alcohol si se
les quita la pared celular antes de la tincion, pero antes del paso de lavado.

Ademas de la proteccion osmoética que proporciona, la pared celular desempena una
funcion esencial en la divisidon celular funcionando como un primordio para su propia
biosintesis. Varias capas de la pared son los sitios de importantes determinantes
antigénicos de la pared celular, y un componente, el lipopolisacarido de las paredes
celulares gramnegativas, ocasiona la actividad inespecifica de endotoxina de la bacteria
gramnegativa. %8910

Capa de péptidoglucano

Este es un polimero complejo que consiste para fines descriptivos de tres partes:
compuesto de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico alternantes, un conjunto
de cadenas laterales tetrapeptidicas idénticas, fijadas al acido N-acetiimuramico y un
conjunto de puentes peptidicos transversos idénticos



4.34. COMPONENTES ESPECIALES DE LAS PAREDES CELULARES
GRAMPOSITIVAS.

La envoltura celular de las células grampositivas es relativamente sencilla; esta
constituida por 2 a3 membranas; la membrana citoplasmatica, una capa de
péptidoglucano gruesa, y en algunas bacterias una capa externa llamada capsula.

La mayor parte de las paredes celulares de las bacterias grampositivas contienen
considerables cantidades de acidos teicoico y teicurénico. Figura1.26.
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Fig. 1.26Componentes especiales de las paredes celulares grampositivas
Microbiology, a human perspective, Nester.

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

de la pared, unido de manera covalente al peptidoglucano y el acido.' teicoico de la
membrana (acido lipoteicoico).

Los acidos teicurdnicos son polimeros semejantes, pero en las unidades repetidas hay
carbohidratos con radicales acidos (como el acido N-acetiimanosurdnico o el o-
glucosuronico) en lugar de acidos fosféricos. Estos compuestos se 7sintetizan en lugar
de los acidos teicoicos cuando la existencia de fostfatos es limitada. 878910
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4.35. COMPONENTES ESPECIALES DE LAS PAREDES CELULARES
DE BACTERIAS GRAMNEGATIVAS.

Las paredes celulares de las bacterias gramnegativas contienen tfres componentes que
yacen exteriores a la capa de péptidoglucano: lipoproteina, membrana externa y
ipopolisacarido. Figura 1.27.
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Fig. 1.27. Componentes especiales de las paredes celularesde bacterias
gramnegativas Microbiology, a human perspective, Nester.

Lipoproteina: Las moléculas de una lipoproteina sirven para entrecruzar la membrana
exterior y las capas de péptidoglucano. Su funcidén consiste en estabilizar la membrana
exterior y fijarla en la capa de péptidoglucano.

Membrana externa: La membrana externa es una estructura de dos capas; su hoja
interna semeja en composicién a la de la membrana citoplasmica, mientras que los
fosfolipidos de la hoja externa son sustituidos por moléculas de lipopolisacarido (LPS).
Como resultado, las hojas de esta membrana son asimétricas.

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

Tiene conductos especiales, constituidos por moléculas de proteina denominadas
porinas, que permiten la difusion pasiva de compuestos hidréfilos de bajo peso
molecular como azucares, aminodacidos y ciertos iones. Las moléculas grandes de
antibidticos penetran la membrana externa de manera relativamente lenta, lo cual
explica la resistencia relativamente alta a los antibidticos de las bacterias
gramnegativas.
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4..36. LIPOPOLISACARIDOS (LPS): Los lipopolisacaridos de las paredes celulares de
las bacterias gramnegativas consisten en un lipido complejo denominado lipido A, al
cual gg le fija un polisacarido constituido por un centro y una serie terminal de unidades
repetidas.

El lipopolisacarido (LPS) que es extremadamente tdxico para los animales se ha
denominado la endotoxina de las bacterias gramnegativas debido a que esta unido
firmemente a la superficie celular y soélo es liberado cuando las células son lisadas.
Cuando el LPS se disocia en el lipido A y polisacarido, toda la toxicidad esta ligada con
el lipido A. Por otra parte, el polisacarido representa un antigeno principal de superficie
de la célula bacteriana; El denominado antigeno O.

El LPS esta fijado a la membrana externa mediante enlaces hidréfobos. Es sintetizado
sobre la membrana citoplasmica y es transportado a "su posicion externa final. Se
requiere la presencia de LPS para que numerosas proteinas de la membrana externa
efectuen su funcién.

No todas las bacterias gramnegativas tienen membranas externas de LPS compuestas
por unidades de oligosacaridos repestidos.

Espacio periplasmatico:

El espacio entre la membrana interna y la externa, lamado espacio periplasmatico,
contiene una capa de mureina y una solucion de proteina similar a un gel.

Las proteinas periplasmaticas incluyen proteinas de fijacion para sustratos especificos
(por ejemplo, aminoacidos, azicares, vitaminas e iones), enzimas hidroliticas (por
ejemplo, fosfatasa alcalina y 5'-nucloetidasa) que rompen sustratos no transportables en
transportables, y enzimas destoxificantes (por ejemplo, Blactamasa y amino- glucdsido
fosforilasa) que inactivan a ciertos antibidticos.

4.37. ESTRUCTURAS CITOPLASMICAS

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

Las bacterias frecuentemente almacenan materiales de reserva bajo la forma de
granulos insolubles, que estan depositados como polimeros neutros, osmaéticamente
Inertes. Los granulos se usan como fuentes de carbono cuando se restablece la sintesis
de proteinas y de acido nucleico.

4.38. NUCLEOIDE

Equivalente al nucleo eucaridtico, puede observarse mediante microscopio de luz en
material tefiido. Es Feuigen positivo, indicando la presencia de DNA. Existen dos formas
de cromosoma: circular y lineal.
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4..39. FLAGEL-OS.

Los flagelos bacterianos son apéndices filiformes compuestos en su totalidad por
proteina, miden de 12 a 30 nm de didametro. Son los érganos de la locomocién para
las formas que los poseen. Se conocen tres tipos de ordenamientos: monotrico
(flagelo polar simple), lofotrico (flagelos polares miultiples), peritricos (flagelos
distribuidos en la totalidad de la célula).

Un flagelo bacteriano estd constituido por varios millares de moléculas de una
subunidad proteinica llamada flagelina. Son altamente antigénicas (antigenos H), y
algunas de las respuestas inmunitarias a la infeccion estan dirigidas contra estas
proteinas. El flagelo esta fijo al cuerpo celular bacteriano por medio de una estructura
compleja constituida por un gancho y un cuerpo basal. El gancho es una estructura
curva corta que parece actuar como articulacidn universal, entre el motor en la
estructura basal y el flagelo. El cuerpo basal porta una serie de anillo%;: yn par en las
bacterias grampositivas y dos pares en las gramnegativas . Figura 1.28.57821
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Fig. 1.28. Esquema de un flagelo. Microbiology, a human perspective, Nester



4.40. FIMBRIAS.

Muchas bacterias gramnegativas poseen apéndice: rigidos en la superficie denominados
fimbrias (pili) Son mas cortas y mas delgadas que los flagelos; estan constituidas por
subunidades proteinica: estructuradas llamadas pilinas. Pueden diferenciarse dos clases, las
fimbrias ordinarias que intervienen en la adherencia de las bacterias simbidticas a las células
del huésped, y las fimbrias sexuales que unen a las células donadora y aceptora en la
conjugacion bacteriana

La virulencia de ciertas bacterias patdgenas no sélo depende de la produccion de toxinas,
sino tambien de los "antigenos de colonizacion”, que en la actualidad se han reconocido
como fimbrias ordinarias que dan a las células propiedades adherentes. Figurai.29.
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Fig. 1.29. Fimbrias. Microbiology, a human perspective, Nester et al.

4.41. Actinomyces naeslundii

A.naeslundii es una bacteria filamentosa grampositiva la cual coloniza preferentemente

lengua y otras superficies mucosas, puede colonizar la cavidad oral previa a la erupcién

dental, induce enfermedad periodontal asi como caries radicular.

La adherencia a células mucosas y estreptococos orales se da via fimbria tipo 2 relacionada

especificamente con lecitin para B—galactésidos y galactosamina, y se ha asociado en

algunos casos de actinomicosis.

Las diferencias en modelos de la colonizacion reflejan las habilidades relativas de unién a

receptores diferentes en las diferentes superticies de la boca.

A. viscosus y A. Naeslundii poseen un apéndice largo llamado fimbria, el cual contiene
algunos de los antigenos que diferencian las dos especies.
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Les ayuda este apéndice a A. viscosus y a A. naeslundii a unirse a las superficies del
huesped y a otras bacterias en la placa dental. Aunque se han descrito dos tipos
morfolégicamente e inmunoquimicamente similares de fimbrias.

Tipo 1 estd involucrado en la adhesién a la biopelicula que cubre los dientes,
especificamente a las proteinas ricas en prolina y a la estaterina.

Tipo 2 funciona en las interacciones de Actinomyces con el epitelio del huesped vy las
membranas celulares de los glébulos rojos de la sangre.

Las fimbrias tipo 2 tienen una adhesina que las permite unirse especificamente a
oligosacaridos que terminan en uniones - galactdsidas o N-acetilgalactosamina.

Los galactdsidos designado la membrana como glucoproteinas o glucolipidos estan a
menudo en una posicion penudltima en el &cido sialico. A. naeslundii y A. viscosus pueden
promover su propia adhesién pegandose el acido del sialico, mientras exponen los
galactésidos.

Existen dos genoespecies de A. naeslundii, genoespecie 1 y genoespecie 2, basandose en
pruebas de aglutinacion mediada por anticuerpos para la identificacion {ntergenérica
subgrupos de A. n.

A. naeslundii y A. viscosus producen neuramidasas lo cual las hace capaces de generar
criptitopes que ayudan a la unidn a las superficies de los tejidos.

4.42. LA NATURALEZA DE LA VIRULENCIA BACTERIANA

Un microorganismo patégeno es capaz de producir enfermedad en un huésped susceptible.
Algunas bacterias son extremadamente patégenas como por ejemplo Treponema pallidum y
Vibrio cholerae. Cuando una bacteria produce enfermedad se dice que es virulenta .

La virulencia es el producto de variables que interactuan y que involucran tanto al huésped
como a la bacteria. Un factor de virulencia es la propiedad o caracteristica de un
microorganismo que le permite causar enfermedad.

La suma total de los factores de virulencia de una bacteria patégena incluyendo los
mecanismos por los cuales la bacteria evade los mecanismos de defensa del huésped, son lo
que permiten que se establezca una infeccidn y dario a las células del huésped.

La infeccidon es definida como una invasién y colonizacion del huésped por microorganismos
patégenos o por sus productos, resultando en enfermedad del huésped.

Una bacteria puede establecer una infeccidén por dos mecanismos:

1) colonizacion e invasion de los tejidos del huésped, y

2) la producciéon de toxinas que pueden diseminarse y producir efectos citotoxicos
en tejidos distantes del sitio inicial de infeccion.

Para que ocurra una infeccion el agente infeccioso debe tener la capacidad de:

1) Tener acceso a los tejidos del huésped

2) Reproducirse sobre o dentro del tejido del huésped
3) Resistir los mecanismos de defensa del huésped

4) Causar dano en los tejidos del huésped.
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4.43. ADHERENCIA BACTERIANA

Para que una bacteria cause enfermedad, primero debe introducirse y establecerse por si
mismas en el tejido del huésped. E! mecanismo inicial es la adherencia a los tejidos del
huésped.

En la inmensa mayoria de las enfermedades, un individuo comienza a ser infectado por la
colonizacion de las superficies mucosas del tracto respiratorio, tracto intestinal y o
genitourinario.

Debido a que las secreciones incluyendo la saliva, la accion de los cilios, peristaltismo,
descamacion, excreciones , toser.,estornudar, etc ; remueven bacterias sueltas, adherirse a
las células del huésped es un requisito para todos los patégenos de las superficies mucosas,
incluyendo la cavidad oral. Esta estimado que cada persona produce aproximadamente un
litro de saliva al dia,'3 % 156

El requisito de que la adherencia bacteriana a los tejidos del huésped previo a la infeccion
esta basada en las siguientes evidencias:

e Experimentos in vitro han indicado la propension de ciertas bacterias de infectar
tejidos especificos que se compara con la habilidad de estas bacterias de adherirse a
estos tejidos. No se ha demostrado una aita incidencia de infeccidn por patégenos
especificos que esté asociada con una pobre adherencia por estos patégenos en el
tejido in vivo.

e Por ejemplo, muchas especies de estreptococos colonizan la cavidad oral pero con
predileccion por diferentes sitios. S salivarius se encuentra preferentemente en el
dorso de la lengua y sobre la mucosa bucal, mientras que S mutans y S mitis se
encuentran abundantemente en la placa dental, pero en bajas concentraciones en la
superficie de la mucosa. In vitro, se encontré que estas especies se adhieren a
células de tejidos del mismo tipo de tejido que coloniza pero no se adhieren a células
de otra superficie dental.

Se encontré que las variantes que reducen la capacidad de adherencia in vitro
también disminuyen la infectividad in vivo. Por ejemplo ciertos tipos de colonias de
Neisseria gonorrhoeae que tienen una capacidad limitada de adherirse a las células
epiteliales genitales eran incapaces de causar infeccion a humanos in vivo.

La capacidad de adherencia bacteriana a células epiteliales de individuos propensos a
ciertas infecciones bacterianas es en algunas ocasiones mas elevada que en los
tejidos de individuos no infectados. Por ejemplo en el caso de E coli se adhiere con
facilidad a las células epiteliales del tracto genitourinario de mujeres que tienen
infecciones recurrentes en el tracto genitourinario que en el tracto genitourinario de
mujeres normales. 7
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La adherencia bacteriana esta mediada por estructuras que se encuentran en la superficie
de las bacterias llamadas adhesinas , que reconocen receptores especificos en la superficie
de la célula del huesped. La distribucién de los receptores en la célula huésped para ciertas
adhesinas bacterianas determina el tejido y el tropismo o especificidad bacteriana. Figura
1.30
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Fig. 1.30 . Esquema de adherencia bacteriana .Microbiologg ahuman perspective. Nester
Roberts. Pearsall second edition. ¢

Debido a que la superficies del tejido y las bacterias estan cargadas negativamente, las
bacterias deben superar esta repulsion por medio de cargas y localizacién de hidrofobicidad.
Con esta finalidad las adhesinas bacterianas se localizan cominmente sobre 1a superficie de
los apéndices como lo son las fimbrias.

Se sabe de muchos mecanismos de adherencia de bacterias patégenas, por ejemplo la cepa
T14V de Actinomyces viscosus el agente etiolégico de la caries radicular en ratones y muy
problablemente en humanos, sintetiza dos tipos antigénicamente diferentes de fimbrias,
designados como fimbria tipo1 y tipo2. Las fimbrias tipo 2 media la adherencia sensible a
lactosa hacia en especies como estreptococos y eritrocitos tratados con neuraminidasas.
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Las fimbrias tipo1 median la absorcion de la cepa T14V a la saliva tratada con
hidroxiapatita(SHA), una superficie que imita los dientes bafnados con saliva.

Esta absorcién no es inhibida por lactosa. Los recetores sobre SHA para la fimbria tipo 1 de
Actinomyces viscosus es una clase especifica de proteinas salivales, proteinas ricas en
prolina (PRPs). Los componentes salivales responsables de promover la adherencia fueron
analizados por electroforesis, descubriéndose una familia de proteinas ricas en prolina
(PRPs), y un segundo grupo contenia proteinas estaterinas.

Estas proteinas PRPs y estaterinas son las unicas fosfoproteinas caracteristicas presentes
en la saliva. Las PRPs son un grupo de proteinas que poseen ciertas caracteristicas. Tres
grandes proteinas designadas como PRP-1, PRP-2, y PIF-lentas fueron aisladas vy se
encontré que estan formadas por 150 aminoacidos, 1a diferencia entre estas tres proteinas se
encuentra en el aminoacido 4 y en el 50.

PIF lentas tiene en el residuo 4 aspargina y aspartato en el residuo 50, mientras que PRP-
1 son aspartato y aspargina respectivamente, en tanto que PRP-2 posee en ambos residuos
aspartato. Las PRPs comprenden del 30 a 40 % de las proteinas salivales. '7- 1819 20.21

Otras PRP de menor tamano ( sdélo tiene 106 residuos) que son PRF-rapidas, PRP-3 y PRP-
4 al aislarlas se encontré que se encuentran ordenadas de manera igual a las tres anteriores
con sus modificaciones en los residuos 40 y 50 .Se cree que estas proteinas derivan de una
proteolisis post-transicional, (15%17.18.19)

Las PRPs son altamente asimétricas con respecto a su carga, poseen de 13 a 15
aminoacidos cargados negativamente dentro de los primeros 30 residuos y dos residuos con
fosfoserina. En contraste el segmento amino terminal posee muchos residuos de
aminoacidos basicos.

Las estaterinas tienen una marcada carga asimétrica y dos residuos de fosfoserinas una de
ellas ubicada al final de la molécula.

Muchos estudios han establecido que las PRP-s y las estaterinas se unen con gran afinidad
a las superficies de hidroxiapatita por medio de sus segmentos aminoterminal, pero no se ha
encontrado que este segmento promueva la adherencia bacteriana.

Es interesante la relacion estructural entre la PRP-1 y la cadena alfa del colageno en el
segmento carboxilo terminal, considerando que la matriz de la dentina y el cemento son ricas
en colageno, y que las fibras de colageno son los elementos estructurales mas abundantes
del tejido conectivo, incluyendo el ligamento periodontal y la membrana basal. Considerando
que la destruccion del colageno es un rasgo caracteristico de la enfermedad periodontal en el
avance de la caries dental.

Porphyromonas gingivalis algunos Streptococcus mutans como S cricetus y S rattus se unen
de manera avida a sustratos colagenosos. Es posible que esta afinidad por los elementos
colagenosos participe facilitandoles la invasién a Porphyromonas gingivalis a través de la
membrana basal dentro del tejido conectivo gingival.
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De manera similar la afinidad de varias cepas cariogénicas de Streptococcus por el colageno
puede tener un rol en el proceso carioso al facilitar la penetracion bacteriana a las células del
cemento y dentina previa desmineralizacién del esmalte.

Desde que estas proteinas son componentes de la saliva tienen predileccién por absorverse
en la superficie de los dientes, es por esto que se piensa que la fimbria tipo 1 es la principal
adhesina involucrada en la adherencia de A viscosus en la superficie de los dientes in vivo.

El grupo A de estreptococos (S pyogenes, el agente causal de faringitis, fiebre reumatica y
glomerulonefritis) se adhiere a las células epiteliales por medio de la proteina M que esta
presente en el complejo lipoteicoico (LTA) que forma parte de la superficie del estreptococo.
Las moléculas del LTA consisten en fosfato de glicerol que se pegan ala membrana
citoplasmatica d por medio de uniones covalentes a la membrana de glucolipidos.

El receptor de las células epiteliales del huésped para las adhesina del LTA parece ser la
fibronectina que es una proteina de membrana. Al purificar el LTA y anticuerpos para LTA se
bloquea la adherencia de estreptococos a las membranas celulares. '7- 18 19 202!

La fimbria tipo 1 es una de muchas adhesinas que median la adherencia de E coli a las
células epiteliales del huésped. Desde que la adherencia de la fimbrias tipo 1 a las células
epiteliales puede ser inhibida en presencia de mannosa, esto  parece indicar que el
receptor de las células epiteliales contiene mannosa, y desde que se trataron las células con
concanavalina A, una lecitina de una planta que se une a residuos de mannosa, lo que
previene la adherencia de E coli a las células epiteliales.

Una vez que la bacteria a colonizado el tejido blanco, las fimbrias pueden ser perjudiciales
para la bacteria ya que su presencia incrementa el riesgo de ser fagocitadas. Por
consecuencia, después de la primera colonizacién la bacteria sufre un cambio fenotipico y no
vuelve a sintetizar fimbrias. Estos cambios parecen ser el caso de E coli.

Mientras que E coliinfecta el tracto urinario bajo contiene elevados niveles de fimbrias tipo 1.
De cualquier manera, una vez que la infeccion progresa a los rifones, las céluias bacterianas
contiene pocos o ninguna fimbria.

Parece obvio que la adherencia bacteriana a los tejidos del huésped promueve la
colonizacidn y facilita la penetracion a los tejidos blancos por bacterias virulentas.

Esta adherencia de la bacteria con el huésped permite una asociacion entre la bacteria y el
tejido lo que facilita la actividad de las toxinas al ser liberadas directamente al tejido blanco.
Es el caso de Vibrio cholerae cuya adherencia a las células de la mucosa intestinai facilita
la liberacién local de la toxina coélera a las células del intestino.

Otro ejemplo es el caso de S mutans que produce acido lactico como producto de su
metabolismo y cuyos suficientes niveles de éste acido causan desmineralizacion del esmaite
apareciendo de este modo clinicamente la caries. Si los estreptococos no se encontraran
adheridos o cerca de las sugerﬁcies dentales, el acido lactico seria rapidamente diluido y
neutralizado por la saliva. ' "¢ '®
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Los progresos en la caracterizacion de receptores que promueven la unién de las bacterias a
los dientes y a las células epiteliales de la mucosa oral ha sugerido que segmentos
moleculares ocultos pueden estar involucrados.

Como los receptores cripticos, refiriéendonos a ellos como criptitopes Gr. Kryptos = oculto GR.
Topo = sitio, 1518171819 |55 cuales pueden ser expuestos de diferentes maneras. Segmentos
ocultos de proteinas salivares ricas en prolina evidentemente expuestas cuando
experimentan o sufren un cambio conformacional cuando son absorbidas por la apatita.

Adhesinas de A. viscosus y otras bacterias de la placa dental son capaces de unirse a estos
criptitopes, y esto les facilita a estos organismos la unién a las proteinas ricas en prolina de
la superficie de apatita y la interaccion de éstas proteinas en solucién. Los criptitopes pueden
ser expuestos como resultado de una accion enzimatica. Muchas bacterias incluyendo
Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrondens, A. viscosus, A. naeslundii, y Porhyromonas.
intermedias, poseen adhesinas que se unen a receptores de galactosa los cuales pueden ser
expuestos posteriores a un tratamiento con neuraminidasas.

De manera similar la adhesién de algunas bacterias gramnegativo como Porhyromonas.
gingivalis, se facilita cuando las superficies de los tejidos es tratada con ciertas proteasas o
enzimas lisosomales derivadas de leucocitos polimorfonucleares humanos. 2%2!

4.44.FACTORES DE VIRULENCIA

Durante el proceso de infeccién las bacterias pueden causar dafo no solo por la adherencia
a los tejidos y por los mecanismos de defensa del huesped, sino que ademas pueden causar
dano directamente al tejido por la produccion de toxinas e indirectamente por la induccién de
una respuesta inmunopatoldgica . Las bacterias patégenas tienen a menudo una variedad de
factores que contribuyen a causar la enfermedad o, es decir, para ser virulento. Estas
capacidades son conocidos como factores de virulencia.

Cuadro ll. Factores importantes de virulencia de algunas bacterias

Pili u otros ligandos que, facilitan el acoplamiento de la bacteria a la celula
huésped.

Mecanismo de reordenamiento trigger de actina en células no fagociticas,
que causa la endocitosis de la bacteria.

Capsulas, proteina A y enzimas que interfieren con la fagocitosis.
Exotoxinas

Endotoxinas

Enzimas con efectos toxicos

Super antigenos

Proteasas que son especificas para bloquear la secrecién de IgA

Habilidad de los antigenos para evadir la respuesta de anticuerpos del
huésped
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Los pilis o fimbrias normalmente funcionan como adhesinas. Muchas bacterias patogénicas
poseen mas de un tipo de fimbrias y por lo tanto éstas mas de un tipo de adhesinas. Los pilis
de bacterias gram- negativas se adhieren a células vecinas facilitando la transferencia de
DNA de célula a célula. Este mecanismo de intercambio de DNA media la transferencia de
genes para adquirir resistencia a antibiéticos asi como de genes de virulencia (incluyendo
genes que codifican para varios tipos de fimbrias) entre células bacterianas. 2%

S mutans requiere de su cdpsula tanto para la adherencia como para ser virulento, pero la
capsula que funciona como adhesina es relativamente rara para las bacterias patogénica.
Evidencias recientes sugieren que la capsula de algunos patdégenos como A viscosus,
Neisseria meningitidis y S pneumoniae pueda reducir realmente la adhesion.

De cualquier modo el efecto global de la presencia del polisacarido extracelular es un
aumento sustancial en la virulencia. Esto es principalmente debido a las propiedades
antifagociticas de las capsulas.

Muchas patdgenos que poseen capsulas disminuyen la opsonizacién y como consecuencia
tienen propiedades antifagociticas.

En infecciones mixtas la presencia de capsula de una de las especies bacterianas puede
proteger a sus bacterias vecinas de ser fagocitadas. Los polisacaridos de las capsulas
pueden ademas impedir también los efectos de antibidticos in vivo impidiendo al antibiético
entrar en el contacto directo con la membrana exterior bacteriana o pared de la célula. Los
lipopolisacaridos (endotoxinas o LPS) proveen un amplio espectro de propiedades
fisiopatologicas, y dependiendo de la cantidad de exposicion del huésped, puede producirse
colapso cardiovascular o la muerte dentro de una hora o dos.

Resultados experimentales indican que un shock hemorragico irreversibles es el resultado
principaimente de la adsorcidén de LPS por el intestino. La mayoria de las propiedades de las
endotoxinas biolégicas son directamente atribuibles a lipido A, sin embargo, la mitad del
polisacarido confiere la resistencia a los neutréfilos, es el antigeno mas importante para
muchas especies bacterianas, y también tiene las funciones para neutralizar los
componentes del suero.

El papel especifico de el LPS en muchas enfermedades crénicas no esta muy bien definido,
pero muchas caracteristicas de la fiebre tifoidea y septicemia meningococcica son
comparables con los efectos conocidos del LPS.

Las endotoxinas no son neutralizadas completamente por los anticuerpos y son estables al
calor aun si son autoclaveados. Es por ello que aparatos médicos, especialmente los que
son usados para administraciones intravenosas, que pudieran estar contaminados por
organismos gram negativos si no estan esterilizados por autoclave no deben ser usados.
Existe evidencia de que e! LPS puede contribuir en el dafio a tejidos, especialmente en la
resorcion dsea en las enfermedades periodontales.

Muchos LPS de bacterias periodontopatdgenas han sido purificados y sus efectos biolégicos
han sido estudiados.

La composicion quimica de el LPS de Bacteroides sp, Porphyromonas sp, Eikenella
corrodens y Capnocytophaga difieren del clasico LPS de E coli y Salmonella typhimurium,
mientras que A actinomycetemcomitans estimula la resorcién ésea en ensayos in vitro.
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El mecanismo por el cudl el LPS produce resorcién 0sea es desconocido, pero la captacion
de Calcio se ve inhibida. Por consiguiente la resorcién oésea puede ser debida por la
estimulacion de la actividad osteoclatica por el LPS. Ademas de sus efectos en el hueso,
estos mismos LPS son también mitogénicos para las células de B y EI LPS de A
actinomycetemcomitans agrega plaquetas y es toxico a los macréfagos. Muchas bacterias
patdégenas incluyendo a aquellas que se cree son periodontopatdgenas, producen
abundantes cantidades de abultamientos membranales, lo cual puede ser un mecanismo de
entrega de membrana de LPS limitado a los sitios distantes en la ausencia de lisis de las
bacterias.

Estos abultamientos pueden tener implicaciones importantes en las enfermedades
periodontales, especialmente desde que ha sido demostrado que el LPS puede encontrarse
en los tejidos periodontales en ausencia de penetracion por las bacterias.

Ademas de mantener la forma de células bacterianas y servir como una barrera
proteccionista, los péptidoglucanos pueden tener propiedades asociadas a la virulencia. Por
ejemplo, activa el complemento, tiene actividad pirogénica, interfiere con la fagocitosis, y
puede contribuir para dafar las trompas de Falopio durante las infecciones de gonococos.
Los péptidoglucanos de bacterias orales han demostrado ser mitogenicos y que estimulan la
pérdida 6sea en ensayos in vitro.

Al purificar muestras de péptidoglucano de bacterias orales como Bacteroides,
Porphyromonas, Eikenella y Actinomyces mostraron ser téxicos hacia los macréfagos en
altas concetraciones (mayores de 50 microgramos/mililitro), y a concentraciones mas bajas
inhibian significativamente la actividad lisosomal.

Tanto las bacteria gram-positivo como las gram-negativo producen proteinas capaces de
introducirse por difusién, o exotoxinas que danan directamente a los tejidos. Estas toxinas

son labiles al calor, tienen efectos necroéticos directos sobre los tejidos.

Las exotoxinas son secretadas activamente por el organismo o filtradas por la pared celular
bacteriana. La mayoria de las exotoxinas se vuelven inactivas cuando se someten a
ebullicibn a 60 °C a 100 ° C durante 30 minutos, una excepcién notable es la toxina del
staphylococo que se encuentra en la comida. Generalmente, las exotoxinas son llevadas por
el torrente sanguineo desde el punto de infeccidon a las partes distantes del cuerpo donde
ellos pueden causar los efectos daninos. En el caso de toxina de botulismo la ingestion de
cantidades diminutas de la toxina en la comida es suficiente para causar la paralisis que es
caracteristica de la enfermedad. En este caso, la colonizacidon bacteriana e infeccion no son
los requisitos previos necesarios.
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Algunas exotoxinas se llaman A-B toxinas porque tienen dos partes, A y B. La porcién A es
una enzima que constituye la parte tdxica, y la porcion B se une a los receptores de la célula
huésped, permitiendo al enzimas téxico entrar en la célula. Ejemplos de estas toxinas A-B
son las enfermedades como difteria, colera, tétanos, y disenteria por Shigella. Una porcidn
de estas toxinas son enzimas que remueven el grupo ADP —ribosil de la coenzima NAD vy
lo une a alguna proteina de la célula del huésped, inhibiendo la funcion de esa proteina. Por
ejemplo, la toxina de célera actla en una proteina que normalmente regula los niveles de
AMP ciclico en la célula, causando la pérdida de iones y la pérdida de liquidos de manera
deser}genada en el intestino y resultando en una diarrea acuosa severa que a menudo es
fatal.

Las acciones farmacoldgicas de la mayoria de las exotoxinas requiere varios dias de
actividad. Muchas exotoxinas son los plasmidos codificados, y algunos han sido clonado.
Pocas exotoxinas de la cavidad oral han sido aisladas e identificadas. A
actinomycetemcomitans produce una leucotoxina que es labil al calor, destruye LPMNs
humanos y de mono que se encuentran en la sangre y fluido crevicular. La actividad de esta
leucotoxina no requiere de que la bacteria sea fagocitada, pero si requiere de la adherencia
de la célula blanco como paso inicial y prerrequisito en la reaccion citotdxica. La actividad de
ésta leucotoxina puede ser inhibida por medio del suero de pacientes con periodontitis juvenil.
Muchas especies de bacterias patdégenas sintetizan una variedad de enzimas que emplean
cuando se confrontan con las células del huésped. Bacterias gram-negativo contiene enzimas
proteoliticas e hidroliticas en su espacio periplasmatico.

Adicionalmente tanto las bacterias gram- negativas como las gram positivas producen
enzimas extracelulares liticas que incrementan la virulencia de algunas cepas patogénicas. El
funcionamiento de éstas enzimas consiste en proveer nutrientes para el crecimiento
bacteriano y contribuyen en la invasién.

Por ejemplo Porphyromona gingivalis produce una colagenasa asi como niveles altos de
peptidasas que son activas cuando estan en contacto con péptidos que tienen prolina y
glicina, péptidos que son encontrados en componentes del coldgeno del ligamento peridontal.

Especies de Capnopcytophaga producen peptidasa y fosfatasas alcalinas que degradan
proteinas del hueso.

Muchas bacterias patdgenicas producen enzimas que degradan proteinas del suero humano.
IgG, IgM, C3 y C5 son degradadas por cepas de P gingivalis, mientras que cepas de
Prevotella intermedia degrada 1gG y C3. La degradaciéon de componentes serosos puede
causar reduccién en la fagocitosis y por consecuencia en la actividad bactericida de los
PMNs.

La proteasa IgA es un factor de virulencia muy importante en algunas infecciones bacterianas
de membranas mucosas, particularmente en el caso de gonorrea. Desde que se sabe que
IgA es el anticuerpo mas importante presente en secreciones mucosas y es un potente
mecanismo de defensa del huesped que previene la adherencia bacteriana a las células del
huesped, no sorprende que algunos patégenos produzcan IgA proteasas.
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Entre los microorganismos orales que producen esta enzima se encuentran los Streptococos
y especies asociadas a enfermedad periodontal destructiva como lo son especies de
Bacteroides y Capnocytophaga.

Las IgA proteasas de Porphyromonas destruyen es sus totalidad la molécula de IgA, a
diferencia de otras IgA proteasas solo se pegan a un sitio de la molécula.

4.45. PATOGENOS INTRACELULARES Y EL CITOESQUELETO DE ACTINA.

Muchos patdégenos explotan el citoesqueleto durante la infeccion, y esta puede ser durante su
entrada o internalizacion a las células de mamiferos después del encuentro con los
receptores produciéndose una serie de eventos que culminan en la internalizacién de los
microorganismos.

E! reordenamiento de actina es un hecho comin en la mayoria de los eventos de
internalizacion como ejemplos tenemos a Listeria, Salmonella, Shigella, Yersinia, Neisseria
tanto las bacterias y otros factores celulares estan involucrados en la invasién son factores
especificos de cada bacteria.

Otro paso durante el cual los patégenos se enganchan al citoesqueleto de actina es el que
se lleva a cabo dentro del citosol, ya que existen bacterias y virus capaces de moverse dentro
de la célula.El movimiento se acopla al proceso de polimerizacion de actina polarizado, con
la formacién de filamentos de actina.

El citoesqueleto es una dinamica red constituida por proteinas estructurales intracelulares
responsables de dar forma, movilidad, migracion, polaridad y mantener los contactos
intracelulares involucrados en la arquitectura tisular.

Los diferentes roles que juega el citoesqueleto principalmente se relacionan con el
ensamblaje y desensambilaje.

La formacion de bloques basicos del citoesqueleto incluyen los filamentos de actina (7nm de
diametro), los microtubulos (25nm de diametro) y una variedad de filamentos intermedios (10
nm de diametro). Cada tipo de filamento esta constituido por polimeros lineales con
subunidades de proteinas globulares. Que son ensamblados y desensamblados dentro de
una precisa regulacion, en ocasiones a una velocidad asombrosa.

La alta pIasT%iﬁ:zidad del citoesqueleto es a menudo explotada por los patégenos cuando entran
alacélula.’™

La actina monomérica (G actina)es una proteina globular de unos 43 kDa. Estudios in vitro
han mostrado que los filamentos de actina (F actina) ensamblados, empiezan en un
ordenamiento termodinamicamente inestable que rapidamente hace que los filamentos
crezcan por adicion de nuevos mondmeros.El proceso de ensamblado, formaciéon u
ordenamiento es conocido como paso de nucleaciéon el cual es un evento proporcionalmente
limitado.
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4,46. INTERNALIZACION DE BACTERIAS EN LAS CELULAS DE MAMIFEROS

Muchos microorganismos patdégenos tienen la capacidad de inducir su propia internalizacion
dentro de células no fagociticas. El proceso es similar a los fagocitos y requiere de una
reorganizacion del citoesqueleto de actina por debajo de membrana plasmatica que contacta
con el patégenos.

La explotacion del citoesqueleto por las bacterias patégenas durante su internalizacién puede
ser dividida en 2 mecanismos generales de acuerdo con el tipo de cambio morfolégico que

ocurre en la célula del huésped. Estos mecanismo: Zipper y Trigger fueron propuestos
primeros, para particulas fagocitadas. Figura 1.31

%ﬂ — =

"TRIGGER” MECHANISM "ZIPPER"” MECHANISM

Salmonella typhimurium Listerla monocytogenes

Fig 1.31. Mecanismo de fagocitosis inducida por patdogenos bacterianos. Salmonella
induce pliegues en las membranas celulares y Listeria se interna en forma de zipper.
(Tomada de Mengaud et al 1996. E cadherin is the receptor for internalin, a surface
protein required for entry of listeria monocytogenes into epithelial cells. Ce1184; 923-032.)

La internalizacion de Yersenia, Listeria y Neisseria no produce un mayor reordenamiento en
la superficie celular recordando el clasico modelo de fagocitosis zipper de los eritrocitos y
macrofagos via receptores Fc. Las células se comunican con su medio ambiente a través de
una serie de receptores de superficie celular que reconocen y unen moleculas presentes en
el medio ambiente extracelular. Toda célula responde a estimulos externos, usualmente por
medio de receptores sobre la superticie externa de la célula, lo que produce cambios dentro
de la célula.

Las senales extracelulares se transmiten a través de la membrana plasmatica por medio de
proteinas receptoras, que son instrumentos que convierten la unién del ligando extracelular
en un fendmeno bioquimico intracelular. La conversidon una sefal extracelular a una
intracelular se conoce como transduccién de senales., siendo los receptores de superficie
los que activan vias de senalizacion intracelular y asi la sefial es transmitida hacia el interior
de la célula.
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La activacion de sefalizacion intracelular se inicia por la activacion de proteinas tirosin
cinasas, enzimas que afectan la actividad de oftras afadiendo un grupo fosfato. La
fosforilacion de enzimas y otras proteinas por proteinas cinasas es un mecanismo general
por el cual las células regulan su actividad bioquimica ya que presentan muchas ventajas
como mecanismo de control.

e Es rapido y no requiere nueva sintesis de proteinas para cambiar la actividad
bioquimica de una célula.

e Se revierte facilmente la accién por medio de proteinas fosfatasas que efiminan el
grupo fosfato.

e La fosforilacién de proteinas crea sitios de union para otras proteinas. Esto no altera
la actividad intrinseca de las moléculas implicadas. La fosforilacién se emplea como
marca, permitiendo el reclutamiento de otras proteinas que se unen a sitios
fosforilados.

La proteinas pueden fosforilarse en los siguientes tipos de aminoacidos: sobre tirosina,
serina, treonina o histidina. Cada una de estas requieren una clase de proteinas cinasa para
anadir el grupo fosfato, sdélo los residuos tirosina y serin- treonina son relevantes en la
sefalizacion dentro del sistema inmune.

Es la adherencia bacteriana la que llega a promover ademas la fosforilacion de proteinas de
alto peso molecular, por medio de las enterotoxinas bacterianas que promueven la activacion
de nucledtidos de proteinas cinasas en células blanco.Ademas la fosforilacion regula la
mitosis o apoptosis celular

4.47. COMPON ENTES DE LAS BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS INDUCEN LA
PRODUCCION DE CITOCINAS.

Se piensa que citocinas proinflamatorias come las interleucinas (IL)IL-1, IL-6,IL-8 y el factor
de necrosis tumoral (TNF) son unos de los mayores mediadores patolégicos en
enfermedades inflamatorias que van desde la artritis hasta las enfermedades periodontales

Los estimulos que inducen la produccion de citocinas proinflamatorias en diferentes
enfermedades inflamatorias son inciertos pero en la enfermedad periodontal es obvio que el
estimulo es la acumuiacién de bacterias en la regién subgingival.®®

Actualmente es aceptado que un limitado numero de especies bacterianas son los agentes
etiolégicos de la enfermedad inflamatoria periodontal. De cualquier manera en los Gltimos
anos han incrementado el numero de reportes concernientes a otros componentes o
productos  bacterianos que estimulan o inhiben citocinas relacionadas con monocitos,
fibroblastos y linfocitos. (%'
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4.48. CITOCINAS Y PERIODONTITIS

El término de citocina se refiere a un largo y diverso grupo de pequefas proteinas y
glucoproteinas que tiene un inmenso rango de funciones biolégicas potentes .

Se descubrieron las citocinas primero en el contexto de investigaciéon en el mecanismo de
pirogénesis e inmunolgia celular, la primera citocina en ser descubierta era la molécula pro-
inflamatoria ahora conocida como interleucina-1.

Existe una relacion compleja entre la capacidad de producir citocinas y la habilidad de
producir una respuesta inflamatoria productiva, uno de los resultados es en el mantenimiento
de la homeostasis y supervivencia del organismo.

El nimero de citocinas que se ha descubierto durante los ultimos 20 afos excede a las 100.
Muchas interleucinas son producidas por células mesenquimatosas que estimulan muchas
poblaciones celulares diferentes adicionales a los leucocitos. La mayoria del citocinas se han
agrupado de acuerdo a las primeras actividades atribuidas y existen actualmente 6 grupos de
citocinas: interleucinas, citocinas citotoxicas, colonias de factores estimulantes, interferones,
factor de crecimiento y quimiocinas.

Aungue las citocinas pueden compartir nombres similares sus acciones pueden ser muy
diferentes. Quizas una clasificacion mas mecanica es basada en el tipo de receptor a que los
unen las citocinas.

Se han encontrado IL-1, TNF e IL-6 en el fluido crevicular gingival de pacientes con

periodontitis. Dentro del rango de citocinas encontradas en el tejido gingival inflamado, se
encuentran IL-4, IL-5, IFNyy TGFp
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Cuadro lll. Es obvio que LPS bacteriano es el responsable de estimular la produccién de
citocinas. De cualquier manera, otros componentes bacterianos pueden jugar roles mayores
en la induccion de la sintesis local de citocinas. ¥

e “i‘v': .:v; > M e i : ;"vt $1c
et eitacinas s s S
Estructuras de bacterias gram- posmvas
Proteina A

Acido Lipoteicoico
Super antigenos de estafilicocos

Lipoarabinomanano

Estructuras de Bacterias Gram-negativas
Lipopolisacarido(LPS)
Lipido A (LAP)
Porinas

Otros componentes de la pared celular
Proteinas de la superiicie celular
Fimbrias o pilis
Lipopéptidos
Lipoproteinas
Muramil dipéptido
Péptidoglucano
Polisacaridos

Otros productos o componentes bacterianos
Toxinas
Proteasas
Super antigenos
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En la siguiente tabla se muestran componentes bacterianos que han mostrado la capacidad
de inducir la produccion de una variedad de citocinas pro y anti-inflamatorias en células
mamiferas o de ratén de bacterias. 9%

Proteina A HPBMCs IL-1¢e,IL-4, IL-6, TNFo,IFy
Acido Lipoteicocico HPBMCs IL-18, IL-6,IL-8, TNFc,
Lipoarabinomanano HPBMCs i-1a, IL-18, IL-6,IL-8,IL-10,GM
CSF, TNFa,
Proteina micobacteriana HPBMCs TNFa,
(58kDa)

Otros componentes de bacterias tanto Gram-negativas como Gram —positivas inducen la
sintesis de citocinas ,tal como se muestra en los siguiente cuadros.

£X

LAP HPBMCs IL-1B,

Porinas HPBMCs IL-1, IL-4, IL-6, IL-8,

TNFo, GM-CSF, IFNy
Proteinas extramembranales Macrofagos de Murinos iL-6, TNFa,
Lipoproteinas Macréfagos de Murinos TNFq,
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Péptidoglucano

HPBMCs

IL-1B,

Péptidoglucano

Macréfagos de Murinos

IL-18, GM-CSF

Péptidoglucano danado HPBMCs IL-1B, IL-6,G-CSF
Carbohidratos de la superficie celular HPBMCs IL-1, TNFa,
Polisacarido capsular Macrofagos IL-1, IL-6, TNFo.,

Pili

Células epitelilaes

IL-6

Proteinas superficiales

HPBMCs

iL-1, IL-6, TNFq,

Exotoxinas

HPBMCs

IL-1B, TNFq, IL-6
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La etiologia de la enfermedad periodontal desde el punto de vista ciinico se relaciona con
la presencia de placa dentobacteriana, la cual se compone de microorganismos cuyos
factores de virulencia conducen al desarrollo de la enfermedad.

La activaciéon de sefiales intracelulares a partir de estos factores de virulencia lleva a
entender la patologia a nivel molecular, en donde la bacteria y el fibroblasto hacen que se
desencadenen reacciones de fosforilacion. Siendo la via por la cual se activan el
propésito de nuestro estudio.

6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Actinomyces naeslundii Como agente microbiolégico causal de enfermedad periodontal y
caries radicular, es importante profundizar en los mecanismos moleculares que induce en
los fibroblastos humanos, para explicar el origen de la enfermedad periodontal..

7. HIPOTESIS

Uno de los factores de virulencia importantes en la patogénesis de las enfermedades
orales se inicia por el contacto entre el microorganismo y los fibroblastos gingivales
humanos. En experimentos preliminares se encontré que el A. naeslundii se adhiere a los
fibroblastos gingivales humanos, entonces partiendo de estos resultados proponemos que
la adherencia del microorganismo promueve la activacion de sefiales intracelulares.

7.1 HIPOTESIS VERDADERA: Si los fibroblastos gingivales humanos son puestos en
contacto con A naeslundii entonces se producira la activacion de sefales intracelulares
via PKC

7.2 HIPOTESIS NULA : Si los fibroblastos gingivales humanos son puestos en contacto
con A naeslundii entonces no se producira la activacion de sefiales intracelulares via PKC

8. OBJETIVOS

Determinar si proteinas de Actinomyces naeslundii inducen reacciones de fosforilacion
que se relacionan con diferentes mecanismos de transduccién de sefiales en las céluilas.
Caracterizar la via de transduccién involucrada en el evento de la adherencia de
Actinomyces naeslundii en fibroblastos gingivales humanos.
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8. MATERIAL Y METODO.

Material: Equipo:

Bano maria de temperatura controlada

. Riossa

Campana de Flujo Laminar

Nuaire.

Centrifuga Clinica

. Cole Palmer

Equipo de Electroforesis

Hoeffer Mighty smali.

Fuente de Poder

marca Owl-scientific.

Incubadora de CO,

marca Nuaire.

Microscopio de objetivos invertidos

Olympus.

REACTIVOS MARCA O LABORATORIO
Acido Acético Glacial BAKER
Acrilamida SIGMA
Agar Sangre DIFCO
Alcohol-acetona BAKER
Antibidtico-antimicdético GIBCO
Suero Bovino Fetal GIBCO
Azul de Bromofenol SIGMA
Marcador de peso molecular GIBCO
Bis-acrilamida SIGMA
Cristal violeta HARLECO

Fosforo [*P}-PBS libre de acido

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

Metanol BAKER
Glicina BAKER
Infusidn cerebro corazén MERK
Medio de cultivo de Hanks GIBCO
Suero de carnero MICROLAB
Temed BAKER
Trisma-base SIGMA
Yoduro de Potasio REASOL
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MATERIAL:

Cultivo celular

Los fibroblastos gingivales humanaos, fueron obtenidos de pacientes sanos procedentes
de las clinicas de cirugia y exodoncia de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

Las células se obtuvieron a partir de explantes de tejido gingival y se crecieron en un
medio de cultivo Dulbecco modificado por Eagle adicionado con 10 % de suero bovino
fetal, 1% de antibidtico -antimicotico en una atmdsfera himeda y en presencia de 95% de
aire y 5% de CO;a 37°C. Los fibroblastos se utilizaran en los diferentes ensayos cuando
las células se encuentren en estado de semiconfluencia.

BACTERIA

Actinomyces naeslundii ( ATCC 12104) se sembrd en cajas de petri con medio de agar
gelosa sangre enriquecidas con 5% de suero de caballo. Se crecieron en jarras de
anaerobiosis con sistema Gaspack a 37 °C durante toda la noche.

Se realizan diferentes pruebas como control de la identificacién de la bacteria como:
tincion de gram, pruebas bioquimicas de fermentacion de rafinosa , actividad de catalasa
y oxidasa .Se realizaron por triplicado en cada ocasién que se realizd el ensayo.

TINCION DE GRAM:

Se fija el frotis del in6culo bacteriano y se tifie con cristal violeta al 0.5% durante 20
segundos. Se lava con agua y se adiciona solucion de yoduro de potasio al 1% durante 1
minuto. Se lava la solucion de yodo con una solucidn de alcohol al 95% o acetona durante
unos segundos se lava con agua. Se tifie con safranina al 1% durante 30 segundos. Y se
observan las muestran en microscopio con iluminacidon de campo claro 100x.

PRUEBAS BIOQUIMICAS
RAFINOSA:

Para estudiar la fermentacién de rafinosa se preparé agua en presencia de peptona al
0.1%, con rojo fenol al 1% y rafinosa al 1% la solucion se esterilizé y los inéculos se
incubaron a 37°C y se revisaron cada 24 hrs. Como control positivo se utilizé Escherichia
coliy como control negativo Actinobacillus actinomycetemcomitans.

CATALASA:

Se emulsifica el cultivo en 0.5 ml. de una solucién de Tween 80 al 1% y 0.5 ml de la
muestra se incuban con 20 volimenes de perdxido de hidrégeno. Una reaccion
efervescente indica la presencia de actividad de catalasa. Como control positivo se utilizd
Actinobacillus actinornicetermcomitans.



OXIDASA:

Se remojan pequefios fragmentos de papel filtro en una solucién de tetrametii-p-
fenilenediamina dihidrocloruro al 1% y sobre el papel se adiciona un indculo de la bacteria
si la reaccién vira a color azul la bacteria es positiva a la actividad de este enzima. Como
control positivo se utilzé Actinobacillus actinomicetemcomitans y como control negativo
Escherichia coli.

MARCAJE METABOLICO DE CELULAS CON [*?P].

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta subconfluencia y se incubaron
durante cuatro horas en medio de cultivo libre de fosfato en presencia de 50uCi de [*°P] a
37°C . Al término se retiré la marca no incorporada y las células se lavaron durante tras
ocasiones con buffer de fosfato salino (PBS) frio. Posteriormente las células se infectaron
con Actinomyces naeslundii a diferentes tiempos, que se indican en los pies de figura, en
una concentracién de 1X10® ¥ en una relacién de células por bacteria de 1:50
respectivamente. En los ensayos en los que se utilizé la inhibicion de la via de
transduccion, los inhibidores se incubaron junto con las células durante 4 horas del
marcaje y permanecieron durante el tiempo en que transcurrié la infeccidn con la bacteria

ANALISIS DE FOSFOPROTEINAS.
Al término de la reaccion las células se lavaron con PBS frio durante tres ocasiones y
se obtuvieron las células mediante raspado en una solucién de PBS en presencia de

ortovanadato de sodio al TmM.La proteina total (100 ug ) se separé un gel de
acrilamida SDS al 10 %. Los geles se secaron y analizaron por autorradiografia.

10.5 ANALISIS ESTADITICO

Los experimentos se realizaron por triplicado y se analizarén por densitometria y se
obtuvo la desviacion media + error estandar. Se colocé un experimento representativo
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11. RESULTADOS

Fosforilacion de fibroblastos gingivales humanos en respuesta a la infeccion con
Actinomyces naeslundii.

La incubacion de fibroblastos gingivales humanos por varios tiempos con Actinomyces
naeslundii causa un incremento en la fosforilacién de una proteina de alto peso molecular
(fig.1). La principal fosforilacion de proteinas de los fibroblastos gingivales humanos se
encuentran en proteinas con pesos moleculares aproximados a 110 y 80 k Da. A las 3 horas
de infectar al cultivo encontramos la fosforilacién de otras proteinas de pesos moleculares
menores de aproximadamente 40, 30,28 y 26. Las proteinas de peso molecular aproximado
a 80 presentan la mayor fosforilacion posiblemente porque la proteina presenta multiples
sitios de fosforilacion. La fosforilaciéon presenta un patrén bifasico, diminuye después de 6
horas de infectar fos cuitivos con la bacteria, posiblemente la fosforilacion de proteinas
disminuya por la activacion de fosfatasas y aumenta nuevamente a las 9 hrs. de la infeccién.
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Fig. 1 Curso temporal de la infecciéon con A naeslundii en cultivos de fibroblastos
gingivales humanos. Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en cajas de 6 pozos
hasta la subconfluencia, se marcaron durante 4 hrs con 50 uCi de [**P] y se infectaron con
la bacteria en relacion de 1:50 por cada célula se adicionaron cincuenta células bacterianas.
Las muestras se lavaron en PBS + 1 mM de ortovanadato de sodio. Carril 1) Control la cuat
tiene A. naesiundii ; 2) 3 hr; 3) 6 hrs; 4) 9 hrs. Al término se cuantificé la proteina (100 ng) se
separaron en un gel acrilamida-SDS al 10% el gel se visualizé mediante autoradiografia.
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Por otra parte en otra serie de experimentos encontramos que la infeccién con diferentes
dosis de la bacteria no altera el patrén de la fosforilacion, pero si se observa un incremento
en la fosforilacién de las proteinas de 110 y 80 k Da, y a dosis de 1x10® bacterias
encontramos la fosforilacion en proteinas de 40, 30y 28 kDa. (Fig. 2).
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Fig. 2 Dosis respuesta de la infeccion con A. naeslundii en cultivos de fibroblastos
gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en cajas de 6 pozos hasta la
subconfluencia, se marcaron durante 4 hrs con 50 puCi de [*2P] y se infectaron diferentes
concentraciones de la bacteria Carril 1) Control; 2) 1 x 10%; 3) 1 x 107 hrs; 4) 1 x 102
Durante 3 hrs. Al término las muestras se lavaron en PBS + 1 mM de ortovanadato de
sodio. Al término se cuantificod la proteina (100 ng) se separaron en un gel acrilamida-SDS
al 10% el gel se visualizé mediante autoradiografia.
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La fosforilacion de los fibroblastos gingivales humanos requiere de la integridad de
la bacteria. La incubacion con bacterias muertas no afectd de manera relevante el patron
de fosforilacion, lo que sugiere que se requiere de proteinas intactas para que se efectue la
fosforilacion de proteinas intracelulares (Fig. 3-3).

La infeccidn con la bacteria HB101 (que contiene un plasmido que codifica para que no se
efectie la adherencia intima que si se presenta con la cepa EPEC) no produce ningin
efecto en el patrén de fosforilacion (Fig. 3-4.5) Estos resuitados nos sugieren que el efecto
que tenemos sobre la fosforilacion de proteinas es exclusivo de A naeslundii .
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Fig. 3 Efecto de A. naeslundii y E.coli sobre la fosforilacion de proteinas en
fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en cajas de 6 pozos hasta la
subconfluencia, se marcaron durante 4 hrs con 50 uCi de [**P] vy se infectaron con
diferentes concentraciones de la bacteria Carril 1) Control; 2) A naesfundii 1 x 10%; 3) A
naeslundii 1 x 10® hrs hervida en bafic maria por 30 min; 4) E.coli HB100 1 x 10° 5)
E.coli 1x10%. Durante 3 hrs. Al término las muestras se lavaron en PBS + 1 mM de
ortovanadato de sodio. Se cuantificd la proteina (100 pg) se separaron en un gel
acrilamida-SDS al 10% el gel se visualizé mediante autoradiografia.
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6

Efecto de inhibidores de cinasas sobre la fosforilacion de proteinas en fibroblastos
gingivales humanos.

Los cambios en la fosforilacion de proteinas de fibroblastos gingivales humanos son
promovidos por cinasas que se agrupan en dos familias. Enzimas que promueven la
transferencia de grupos fosfato provenientes de ATP a residuos de tirosina (Tirosin-
cinasas) o por la fosforilacién de serina o treonina (Serin-Treonin cinasa). Con el objetivo
de establecer si los cambios en la fosforilacidon de proteinas se debia a la activacion de
enzimas que participan en la via de tirosin cinasas o bien al grupo de las treonin-cinasas,
por lo que se preincubaron las células con la marca y con inhibidores especificos de las
diferentes vias de comunicacion intracelular. Para la inhibicidn de la proteina cinasa C se
utilizé calfostin C y bisindoliimaleimida enconirando que estos agentes bloquean la
fosforilacion inducida por A. naeslundii (carril 4,5,) y observamos que la incubacién con
inhibidores de tirosin-cinasas (Fig. 4, carril 4) bloquean de forma parcial la fosforilacién
inducida por A.naeslundii. Finalmente encontramos que al inhibir la via de AKT con
wortmanina (Fig. 4, carril 3) no se presentaron efectos sobre la fosforilacién inducida por
la bacteria.
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Fig. 4 Dosis respuesta de la infecciéon con A. naeslundii en cultivos de fibroblastos
gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en cajas de 6 pozos hasta la
subconfluencia, se marcaron durante4 horas con 50 pCi de [*®P] y se preincubaron e
ausencia o presencia de inhibidores. Carril 1) Control; 2) A naeslundii 1 x 10% 3)
Wortmanina 50 nM; 4) Herbimicina A 1uM como inhibidor de Tiirosin-cinasa; 5)Calfostin C
100 nM; 6) Bisindoleilmaleimida 1uM. Al término las muestras se lavaron en PBS + 1 mM
de ortovanadato de sodio. Al término se cuantifico la proteina (100 ug) se separaron en un
gel acrilamida-SDS al 10% el gel se visualizé mediante autoradiografia.
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12. DISCUSION

La adherencia de Actinomyces naeslundii en cultivos de fibroblastos gingivales
humanos promueve la fosforilacion de varias proteinas. Este reporte es la primera
evidencia que muestra que la adherencia de A. naeslundii promueve cambios en el
patréon de fosforilacion en cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos.
Demostramos de igual forma que el incremento en la fosforilacién de proteinas de los
fibroblastos gingivales humanos se produce, de forma especifica, en respuesta a la
adherencia de A. naeslundii ya que el infectar el cultivo con una cepa de E.coli no
adherente como HB101 no se altera el patron fosforilacion de estas células.

Nosotros hemos encontrado que la infeccidén de cultivos de fibroblastos gingivales
humanos con A. naeslundii, muestran que las bacterias se adhieren a estas células,
lo que promueve un cambio en la organizacion del citoesqueleto. Ademas y mediante
técnicas de inmunohistoquimica encontramos que la adherencia de esta bacteria
ocasiona un aumentoc en la forma fosforilada de la proteina cinasa C alfa y
translocacion del factor de transcripcion NFkB.*'

Es importante sefalar que el aumento en el patrén de fosforilacion de las proteinas
celulares estd catalizado por un grupo de enzimas denominadas cinasas y que
intervienen en la transferencia de un grupo de fosfato donado por el adenosin
trifosfato a diversas proteinas celulares en residuos de tirosina por lo que a este
grupo de enzimas se les denomina tirosin-cinasas y otro grupo de cinasas cataliza la
transferencia del grupo fosfato en residuos de serina o treonina por lo que se les
designa serin-treonin cinasas, estas cinasas por lo general estan asociadas a los
eventos de comunicacion intracelular mediante vias de transduccién especificas.

Por otra parte existen reportes que sefalan que algunas enterotoxinas activan a
proteinas cinasas dependientes de nucledtidos ciclicos de células blanco *? .De igual
forma en otros estudios en los que se somete a células epiteliales a permeabilizacion
y posteriormente se incuban con nucledétidos ciclicos o con andlogos no hidrolizables
de nucledtidos ciclicos no mimetizan el patréon de fosforilacion inducido por
enterobacterias. Sin embargo el tratamiento con agentes que promueven la
movilizacién intracelular de calcio provocan un patrén de fosforilacion similar al que
ocasiona la infeccién de cultivos celulares con bacterias enteropatégenas. 4

Estos resultados sugieren que la adherencia de bacterias en diversos tipos celulares
activan vias de transduccién, entre las vias involucradas se encuentra la via de
inositoltrifosfato-calcio. En esta via de transduccidon la asociacidon de agonistas a
receptores ubicados en la superficie celular promueven la disociacion de una proteina
heterotrimerica que actia como una molécula acopladora y que se denomina proteina
Gq, la activacion de esta proteina se produce cuando la subunidad alfa de esta
proteina se asocia a la molecula efectora denominada fosfolipasa C, misma que utiliza
como sustrato al fosfatidilinositol-bifosfato y lo hidroliza en inositol trifosfato y
diacilglicerol.
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El inositol trifosfato es una molécula polar que interactia con receptores ubicados en
el reticulo endoplasmico y promueve la apertura de una canal de calcio, lo que
conlleva a un aumento en la concentracion intracelular de calcio que junto con el
diacilglicerol activan a la proteina cinasa C que es una enzima con actividad de serin-
treonin cinasa y que regula un gran numero de eventos fisiologicos en los que se
encuentran la apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular 454847

En nuestras investigaciones encontramos que el patréon de fosforilacion inducido por la
adherencia de A. naeslundii en cultivos de fibroblastos gingivales es sensible a la
inhibicion de la proteina cinasa C y el patron de fosforilacion se inhibe de forma parcial
al bloquear la actividad de tirosin cinasas, lo que sugiere que la fosforilacion inducida
por la adherencia bacteriana en esta células se debe a la activacion de serin-treonin
cinasas y en menor proporciéon por tirosin-cinasas.

En otras investigaciones existen evidencias convincentes que sefalan que la proteina
cinasa C juega un papel significativo en la fosforilacién de proteinas de las células
Hep-2 ya que en cuanto se infectan los cultivos celulares con bacterias
enteropatogénicas el patron de fosforilacion obtenido es similar al que se presenta
cuando las células se tratan con farmacos que activan a la proteina cinasa C, asi
mismo sefnala que el patron de fosforilacion se afecta cuando se utilizan cepas de
E.coli que alteran de forma significativa el patrén de organizacion del citoesqueleto.*®
En estos sistemas se ha demostrado que la activacion de la proteina cinasa como
resultado de la adherencia bacteriana ocasiona un incremento en el pH por efecto del
flujo de protones. *°

Aunque nuestras investigaciones demuestran que A.naeslundii promueve la
fosforilacion de proteinas en fibrobiastos gingivales humanos no conocemos cual es la
relevancia fisiologica de este evento, aunque en resultados preliminares demostramos
que A.naeslundii promueve la translocacion de NFkB al nucleo celular y como es bien
sabido este factor esta involucrado en la sintesis del factor de necrosis tumoral y
citocinas, por lo que nuestras investigaciones futuras estaran encausadas en
identificar la contribucion de esta bacteria en el desarrollo de la enftermedad
periodontal y por otra parte estudiar con mayor profundidad el cambio en el patrén de
fosforilacién inducida por la adherencia bacteriana debido a que se presenta un
incremento discreto en la fosforilacion de proteinas de los fibroblastos gingivales
humanos.

En estudios realizados con componentes bacterianos como lipopolisacaridos se ha
observado que el tratamiento con esta endotoxina proveniente de bacterias gram-
negativas induce una amplia fosforilacion de proteinas de diferentes pesos
moleculares en lisados celulares. Por otra parte coomo A. naeslundii es una bacteria
de tipo gram-positivo posiblemente el acido lipoteico parcipa en la activacién de
transduccién de sefiales pero debera realizarse una mayor investigacién con esta
molécula. Asi mismo seria conveniente estudiar si la infeccion de los cultivos con esta
bacteria tiene efectos importantes sobre la viabilidad celular y que sea este motivo el
que impida ver un mayor espectro en el patrén de proteinas fosforiladas.
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13.

De igual forma algunos reportes sefalan que una fimbria tipo 2 asociada a lectina de
A. naeslundii puede interaccionar con células epiteliales %°. La proteina receptora en
las células presenta una masa molecular de 160 kDa, de la cual se desconoce su
naturaleza molecular pero existen evidencias de que presenta una gran similitud con
el receptor a firbonectina. Se sefala de igual forma que la adherencia se aumenta
después de tratar con sialidasa a fin de remover la acido sialico, que en ensayos in
vivo existen evidencias que senalan que la bacteria sintetiza la sialidasa lo que
potencia la adherencia de la bacteria en diversos tipos celulares. Por lo que nosotros
debemos realizar otras investigaciones a fin de esclacer si en la fosforilacion
encontrada participa el acido lipoteico o alguna fimbria de A. naeslundii.

Finalmente seria de gran importancia identificar la naturaleza molecular de las
proteinas fosforiladas, en investigaciones futuras nos abocaremos a estudiar si la
proteinas fosforilada en 80 kDa corresponde a alguna de las isoformas de la proteina
cinasa C.

En conclusiéon A. naesulundii no solamente participa en la adherencia a hidroxiapatita.
Sino que se ha encontrado que este microorganismo se encuentra también en la
placa subgingival y en ensayos in vitro se puede adherir a células epiteliales, por lo

destacaria que este microorganismo intervenga en el desarrolio de la enfermedad
periodontal.

CONCLUSIONES

» Al infectar cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos con A naeslundii
se observd un incremento en el patrén de fosforilacion de proteinas.

» La fosforilacidn de estas proteinas se produce por la adherencia de A.naeslundii
de forma especifica.

» La fosforilacidon de proteinas inducida por la adherencia bacteriana es sensible a la
inhibicion de proteina cinasa C

* La fosforilacion de proteinas inducida por la adherencia bacteriana se inhibe de

forma parcial al tratar con inhibidores de tirosin-cinasas.
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