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1. ABREVIATURAS.

CAT ENZIMA CATALASA.
FGH
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.
EROS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
SOD ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA.
LPS LIPOPOLISACARIDOS.
PAGE ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
SOD ]
Zn/Cu ZINC-COBRE SUPEROXIDO DISMUTASA.
PDB PLLACA DENTAL BACTERIANA




2. RESUMEN.

La reparacidn de tejidos es un campo del conocimiento en donde se realizan
censiderables estudiss. Los eventos que ocasionan dafio a los tejides se han
caracterizado en tres estadios, inicialmente como una respuesta inflamatoria,
seguido de la formacién de tejido nueve y finalmente remodelacidn del tejido
formado. )

Para impedir Ia destruccién de tejidos, los fibroblastes, juegan un papel
importante en la sintesis y mantenimiento de los componentes del tejido
conective come coldgeno, proteogiucanos y acido hialurdnico.

Por ofro ladoe las bacterias gram negativas han sido ampliamente asociadas con
los dafios ocasionades en el parodonto debido a que poseen diversos
componentes entre fos cuales se encuentran los lipopolisaciridos que alteran ia
homeostasis de esta estructura celular, dentro de los efectos causados por los
lipopolisacaridos se encuentran la produccién de especies reactivas de oxigeno,
que puede ser toxicas para la célula, asi mismo la célula fiene un conjunto de
enzimas antioxidativas como la catalasa, la superdxido dismutasa y la
glutation peroxidasa que tiemen la capacidad de descomponer especies

reactivas de oxigeno que se forman durante el estrés oxidativo.

Con ia finalidad de determinar si los lipepolisaciridos estan invelucrados en la
expresion de la enzima catalasa en tejidos gingivales, se examiné el efecto de
fos lipopolisacaridos sobre la induccidn de catalasa en cultivos celulares de

fibroblastos gingivales humanos.



Durante el tratamiento con lipopolisacdridos en fibroblastos gingivales
humanos a dosis de 1 a 100 pg/ml por 24 se demestrd que se incrementa la
actividad de la enzima catalasa hasta 4 veces sobre Ia actividad basal, este
aumento en la actividad de la enzima no se ve reflejado en la sintesis de Ia
misma al tratar con dosis fija de lipopolisaciridos 50 pg/ml a diferentes

tiempos también se enconfré un aumento en la actividad en FGH.

Los resultados obtenidos sefialan que los lipopolisacdridos son capaces de
inducir la actividad de la enzima catalasa en fibroblastos gingivales humanos a

fin de combatir el estrés oxidativo.



3. INTRODUCCION.

El modelo actual que trata de explicar la patogénesis de las enfermedades
pericdontales propene que esta afeccifn ocurre como resultade de procesoes
infeccioses ocasionados por la placa subgingival. Se desarrollé este modelo a
partir de los estudios realizados per Black entre las décadas de los 50 y 60, con
el descubrimiento de que las enfermedades periodontales se asociaban a
infecciones por las bacterias presentes en la placa dental lo que ocasiond que
un gran nimero de microbidlogos se azbocé a aislar y cultivar docenas de
microorganismes. En la actualidad sabemos que mis de una especie y
probablemente la combinacion de bacterias estidn involucradas en Ia etiologia

de la enfermedad periodontal.

Investigaciones posteriores se abocaron a estudiar la adhesién e interaccion
entre bacterias asi como desarrollo ¥y madurez de la placa dentobacteriana, se
conoce con certeza que las respuestas celulares y humorales son activadas
durante la enfermedad periodontal. Y estos resultados sefialan que procesos

inmunopatolégicos estan involucrados en ia destruccién de tefidos.

Actualmente la terapia de la enfermedad periodontal consiste en la aplicacion
d;drogas derivadas de la familia de las tetraciclinas que entre otras funciones
se ha determinado que inhiben la resorcion osea. Las tetraciclinas modificadas
se han utilizado para tratar enfermedades crénico inflamaterias incluida Ia

enfermedad periodontal.



4. ANTECEDENTES,

4.1 PARODONTO:

El parodonto es una estructura que esta integrada por cuatro elementos gque
son los encargados de mantener al 6rgano dentario en su lugar y de protegerlo
de los cambios del medio ambiente, estoes elementos son: encia, ligamento

pericdontal, cemento radicular y hueso alveolar (¥ig. 1).
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Fig. 1 Esquema del parodonto. Relaciones anatémicas del periodonto marginal

normal. Tomado de Peridoncia Genco Ed. Interamericana )

La encia es la parte de Ia mucosa bucal que protege los procesos alveolares y las
porciones cervicales de los dientes. Se divide en encia libre e insertada, esta
division es una linea imaginaria que va del fondo del surco gingival hasta Ia
unién mucogingival v presenta un grosor de 1 a 9 mm excepto en paladar
duro, se ha establecido que es mds ancha alrededor de los incisivos superiores e

inferiores y decrece de forma gradual hasta llegar a los caninosy  segmentos



Parodonto

laterales. La encia esta cubierta por tejido queratinizado y no queratinizado lo

que dia una apariencia de cdscara de naranja, presenta una coleracién rosa
coral palido de manera uniforme (aungue en ocasiones puede presentar
diferentes coloraciones debido al grado de vascularizacién y aspectos ligados
con la raza). La superficie gingival estd_cubierta por epitelio escamoso
estratificado de tipo queratinizade y tejido conjuntivo fibreso denso. La
profundidad del surce gingival en una encia sana varia de 1 2 3 mm y no debe

de haber hemorragia .

El epitelio gingival se divide en varias capas de células: de epitelio
queratinizado y no queratinizado. A su vez el tejido conjuntive se divide en
capa basal y membrana basal (lamipa basal) y una capa de células espinosas.
Dentro de la parte superficial del estrato espinoso existen varias capas de
células aplanadas que forman, a su vez, la capa granular que estd relacionada
con la formacion de queratina: 1a capa mads superficial estd queratinizada y es
denominado también estrato corneo,

En el microscopio electrénico se ha demostrado que Ias células se encuentran
sobre una membrana basal que consiste en una capa amorfa ilamada lamina
densa rica en coldgena tipo IV. La I4mina densa esta separada de la membrana
de células epiteliales por una iamina licida que es abundante en laminina y
por una red de fibras de tejido conectivo. Kl tejido conectivo supraalveolar esta
integrado por la estructura mesodérmica de la encia, cono y cresta del hueso
alveolar formado por c¢élulas, fibras, nervios y vases sanguineos incluidos en el

tejido conectivo denso,
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La célula principal es el fibroblasto, que sintetiza los elementos basicos
del tejido conectivo; pero también es abundante en células
mesenquimatosas indiferenciadas como mastocitos y macrdéfagos. Las fibras
predominantes son de dos tipos: coligenas y de elastina; las fibras de oxitaldn,
estas (ltimas no participan en la fijacidon dental, aunque se ha establecido que
tienen una participacién destacada en la rigidez del ligamento. Se ha
observado también que las fibras de oxitalan se asocian a los fibroblastes y
sirven de guias para la emigracién celular durante la erupcion del diente. Las
fibras se hallan en una relacién estrecha con los capilares y las terminaciones
nerviosas, lo que podria sugerir que tienen una intervencién importante en la
modulacion del comportamiento de los vasos en el ligamento y en la produccién
de 12 respuesta neural. e

La colagena se organiza en fasciculos que reciben su denominacién
obedeciende a su emplazamiento, direccion y volumen: se dividen en fibras
circulares y transeptales. Las fibras circulares pertenecen a la encia libre y
rodean al diente en forma de anillo, mientras que las fibras transeptales van del
cemento supraalveolar del diente en direccién mesiodistal através de la encia
interdental, por arriba del tabique del hueso alveolar al cemento del diente
contiguo. Otras fibras que participan en la fijacién dental son las fibras
dentogingivales son fibras en forma de abanico que emergen de la porcidn
supraalveolar del cemento en toda la circunferencia del diente, y se extiende
por fuera, por arriba y termina en la encia marginal; el ofro grupo de fibras
emerge de la misma 4drea pero pasa por fuera, mas alld de la cresta alveolar en
direccion apical dentro del mucoperiostio de la encia insertada estas fibras son

las fibras dentoperidsticas.



Parodonte

La JAmina propia de la encia insertada es una capa de tejide canectivo denso,
dentro del cual se insertan Ia mayor parte de los sistemas de fibras, que
participan en 1a unién de la lamina propia al periostio del proceso alveolar.

Las fibras gingivales, que son las fibras del ligamento periodontal, estan
formadas abundantemente por moléculas de coldgena que son sintetizadas por
los fibroblastos que corresponden al tips I y en menor proporcién por

moléculas de coldgena del tipo II1, que va disminuyendo con la edad.

Ei ligamento periodontal estd compuesto por fibras del estroma que se
encuentran tapizadas de células vasculares y redes nerviosas. Los fibroblastos
del ligamento son fusiformes y alargados y en un quince por ciento contienen
reticulo endoplasmatico, que es el organelo responsable de la produccion de
colidgena, la que se genera en los niveles ideales mediante un mecanismo que no
ha sido elucidade hasta el dia de hoy. El ligamenteo se encuentra integrado, asi
mismo, por glucosaminoglucanos de la matriz extracelular, en particular

dermatan sulfato, condroitin sulfato y fibronectina ¢*¥

La unidad dentoalveolar, que ejerce funciones de formacién, nutricién y
soporte, se halla compuesta por fres tipos celulares: cementoblastos,
fibroblastos y osteoblastos y estd constituida por el cemento, ligamento
parodontal y hueso z2lveolar. Estan presentes también vasos sanguineos y redes
de nervios que abastecen de nufrientes y tienen una responsabilidad manifiesta
en los fenémenos de sensibilidad.

La matriz extracelular tiene gran importancia en el funcionamiento del

parodonto.
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Existen varios tipos de matrices extracelulares: a) matriz extracelular, bymatriz
extracelular derivada de los fibroblastos y estd constituida poer colagena tipoly
I, condroitin sulfato y fibronectina, Acido hialurénico y condronectina vy
c)matriz extracelular de células epiteliales, formadas por heparin y

laminina.®51®

Los fibroblastos parodontales secretan las fibras del ligamento parodontal que
funcionan en soportar el diente en el hueso alveolar y restringir el movimiento
de la pieza dental ante fuerzas masticatorias v ortodéncicas. Estas células
recambian la celigena quince veces mas frecuentemente que los fibroblastos de
la piel y secretan ademds colagenasa, cuya funcién serd el moldeamiento del

ligamento parodontal.

Por otro lado la porcién dsea del proceso alveolar cubre los alvéolos dentro de
los cuales encajan las raices dentales, es un hueso compacto y delgado lo
traspasan numerosas y pequefias aberturas en las cuales penetran vasos
sanguineos y linfaticos asi como fibras nerviosas. El hueso alveclar contiene las
terminaciones adheridas de las fibras de tejido conectivo del ligamento
periodontal (fibras de Sharpey).

Ei hueso es un tejido mesodérmico muy especiaiizado compuesto por mairiz
organica y materia inorganica; la hrimera estd constituida por una red de
osteocitos y sustancia extracelular, gran parte de la inorganica esta compuesta

por calcio fosfato y carbonato en forma de cristales de apatita.



4.2 CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES DEL PARODONTO:
Entre los padecimientos parodontales mas frecuentes, ocasionados por la
acumulacién de placa dentobacteriana (PDB) y sarro, se encueniran la

gingivitis y periodontitis.

Gingivitis:

@9 se ha separado en tres

Se define como un proceso inflamatorio de la encia
estadios basados en la secuencia de los eventos histopatologicos que ocurren
cuando la placa dentobacteriana se acumula en el margen gingival dividiéndola
en lesion inicial, temprana y establecida, ©V

La lesién inicial aparece a los cuatro dias de la acumaulacién de PDB
manifestindose come una reaccién inflamateria, la lesién se caracteriza por
incremento en ¢l flujo de fluido crevicular y migracién de leucocitos
polimorfonucleares en el surco gingival provenientes del plexo vascular
subyacente al epitelio de unign y surcal. Adyacente a este epitelio el infiltrado
inflamatorio ocupa de 5 a 10% del tejido conectivo gingival donde se ha
perdido colidgena, la lesidn inicial no es visible clinicamente. La lesion temprana
sigue a la lesion inicial aproximadamente después de 7 dias de la acumulacién
de placa dentobacteriana y persiste por 21 dias o més tiempo y clinicamente es
detectada como gingivitis. ®** La lesién temprana se caracteriza por la
persistencia de la lesién inicial y el desarrollo de un infiltrado con macréfagos y
linfocitos y algunas céiunlas plasmaticas localizadas en ia periferia de la icsién.
Los linfocitos comprenden el 75% de las células inflamatorias. Kl 4rea
infiltrada ocupa aproximadamente el 15% del tejido conectivo marginal con
destruccidn de coligena de un 60 a 70%, Migracién de leucocitos en el epitelio
de unién y surco gingival y el fluido crevicular que aumenta a fos 6 a 12 dias

seguido a la deteccion de la gingivitis. Después de un periedo de tiempo



Enfermedades del parodonto

fas lesiones tempranas evolucionan a lesiones establecidas caracterizadas por
un incremento en el tamafio de la encia afectada y predominan las células
plasmaiticas y linfocitos B, Las lesiones establecidas pueden persistir por meses
o afios sin progresién.

La enfermedad gingival se clasifica por el tipo de reaccién inflamatoria y puede
ser crénica o aguda (cuadro 1):

En la gingivitis cronica el 25% de las bacterias corresponden al género gram-
negativo y se encuentran bacterias como Veillonella, Campylobacter v B.

intermedius.

Gingivitis asociada a PDB: es la mas comiin de las enfermedades periodontales,
se caracteriza clinicamente por enrojecimiento, sangrado, edema o
alargamiento y sensibilidad gingival, Entre las bacterias presentes se
encuentran miembros del género Actinomyces v Estreptococos en la placa
supra y subgingival y con incremento en la flora subgingival de especies gram

negativas como F. nucleatum, V. parvula y especies de Treponema,

Gingivitis influenciada por hormonas esteroides: es la gingivitis de la pubertad,

embarazo, gingivitis asociada con anticonceptivos y terapia de esteroides, entre
los microerganismes mis ampliamente caracierizados se encuentran los
Bacteroides, esta gingivitis se caracteriza por una respuesta exagerada a

formar placa, intensa inflamacion, enrojecimiento, edema y alargamiento.

Gingivitis asociada a medicamentos: como fenitoina, ciclosporina, nifedipina.
Clinicamente la lesion comienza con alargamiente gingival en el margen y

papila.

i0



Enfermedades del parodonto

Gingivitis descamativa: se caracteriza por la descamacién del epitelio gingival,

dejande una superficie sumamente enrojecida.

Gingivitis ulcerativa necrozante: presenta una etiologia compleja caracterizada

per necrosis en las papilas gingivales, sangrado, dolor y halitesis. Se ha
observado que se presenta invasion bacteriana por espiroquetas y un gran

niimero de Bacteroides intermedius. ®? (cuadro 1)

Cuadro, 1. Clasificacién de la Gingivitis.

CLASIFICACION DE GINGIVITIS MICRORGANISMOS PRESENTES

CRONICAS Veillonella, Campylobacter y B.Intermedius.
Actinimyces y Estreptococos
* Gingivitis asociada a PDB

¥ Gingivitis relacionada con Bacteroides
alteraciones hormonales.
* Gingivitis descamativa

¥ Gingivitis asociada a
medicamentos.

AGUDAS
¥ Gingivitis ulcerativa
" necrosante. Bacteroides intermedius
} Gingivoestomatitis herpertica
primaria

11



Enfermedad periodontal

Periodentitis:

La conversion de una lesidn establecida a una lesién avanzada denominada
periodontitis, es caracterizada por destruccion del tejido conectivo,
adherencia a la superficie de la raiz y pérdida de hueso alveolar. La lesion
mantiene todas las caracteristicas de la lesion establecida y adicionalmente se
produce la migracién apical del epitelio de unién y formacién de bolsas. Puede
producirse la invasién de bacterias en la bolsa. Clinicamente la periodontitis se
caracteriza por la presencia de inflamacion gingival, bolsas y pérdida del hueso

alveolar.®?

4,3 Etiologia de la Enfermedad Periodontal.

La etiologia se define como el conjunto de caracteristicas que permite el
conocimiento de las causas relacionadas con la enfermedad. En el caso
particular de la periodontitis se ha establecido que los microorganismos de la
placa dental asi mismo la resistencia y susceptibilidad de los tejidos del
periodonto a las bacterias u otros agentes nocivos contribuyen a los aspectos
destructivos de esta enfermedad. (cuadre 2)

Los factores etildgicos los podemos clasificar en dos categorias de acuerdo a su

sus origenes:

Cuadro 2. Factores ctioldgicos de la enfermedad periodontal.

Factores locales Factores sistémicos

=Cilcules =Endocrinos (hormonales)
s>PDB y materia alba =Deficiencias nutricionales
~Jatrogénias: protesis desajustadas, etc. =Medicamentos ej. Fenantoina
=*Retencidn e impactacién de alimentos =Herencia

=Qclusion traumdtica
=Empuje lingual
=Respiracién bucal

<>Habitos

12



Enfermedad periodontal

Microorganismos:

Los microorganismos presentes en la placa y las bolsas peridontales presentan
un gran petencial patogénico, estos microorganismos producen sustancias que
son téxicas para los tejidos como colagenasa, hialurenidasa, fibrinolisina,
condroitin sulfatasa, neuramidasa, desoxirribonucleasa, ribonucleasa, ameonio,
proteasas, urea, indol y 4cidos orgdnicos. @

De igual forma microorganismos no viables derivados de la placa
dentobacteriana tienen la capacidad de inducir dafic en el tejido.
Microorganismos gram-negativos son los que se encuentran presentes en las
bolsas y liberan endotoxinas y lipopolisacaridos, se ha reportado que los niveles
de inflamacién se incrementan conforme aumenta la concentracién de
endotoxinas.

De los microorganismoes que se han asociade con la gingivitis se encuentran
Actinomyces, Bacteriodes, Eikenella, Streptococcus, Fusobacterium, Veillonella y
Treponema. Y los asociados a periodontitis se encuentran Actinobacillus,

Bacteroides, Fusobacterium, Eikenella, Capnocytophaga y Eubacterium.

Anatomia dental:

Aproximadamente el 6.5% de todos los moiares conticnen proyecciones
cercanas a la unién cemento-esmalte, estos sitios son susceptibles a ser
colonizados per microorganismos y al dafio periodontal,

La pérdida 6sea es mds severa en zona de molares e incisivos. Los dientes mas

afectades por la enfermedad periodontal son les incisivos inferiores vy molares
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superiores, seguidos por los molares inferiores, incisivos superiores, premolares

y caninos en ese orden.

Posicién dental:

La posicion dental y Ia maloclusion podrian incrementar Ia susceptibilidad a la
periodontitis inflamatoria, por faverecer el incremento en la acumulacién de la
placa dentobacteriana lo que promueve daiies mecénicos a la encia a los tejidos

subyacentes.

4.4 CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

La clasificacién de la enfermedad periodontal ha evolucionado conforme se
obtiene mayor informacién relacionada con la etiologia, patogénesis y factores
del huésped. @

Existen cuatro formas de periodontitis: del adulto, rapidamente progresiva,
juvenil y prepubertal. La periodontitis juvenil puede ser generalizada y
localizada. La rdpidamente progresiva se ha subclasificado en tipo A y B. &
{Cuadre 3)

Periodentitis del adulto: comienza en la adolescencia y continua a lo largo de la

vida de los individues, es clinicamente significativa a mediados de la década de
los 30 la prevalencia y severidad se incrementa con la edad, el progreso de la
enfermedad es lento y no presenta predileccién per género. La presencia y
severidad de la periodontitis del adulto estd directamente relacionada con la
presencia de cilculos y placa. Entre los microorganismos presentes se

encuentran Actinomyces israelii, A. naeslundil y A. Viscosus.
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Periodontitis de progreso rapido: Se presenta en la poblacién de adultos
j

pérdida de hueso alveolar. Un amplio porcentaje de las personas afectadas

r

venes es caracterizada por una severa inflamacién de la encia y rapida

presenta respuesta quimiotactica deprimida y respuesta linfocitica autologa, es
posible que en esta enfermedad exista un contexto genéfico. El tipo A se
presenta en jévenes de 25 a 36 afios de edad y estd asociada con acumulacién de
placa v calculos. Las bacterias asociadas con esta enfermedad se encuentran
Bacteroides gingivalis, B. intermedius, B.capillus, Eubacterium brachy, E.
nodatum, E. timidum, Fusobacterium nucleatum, L. minitis, Wolinella recta. Se
ha demostrado que esta enfermedad estd caracterizada por una zona de
organismos gram-positivos que se asocian a la superficie del diente. Esta
enfermedad se asocia también con Diabetes Mellitus, sindrome de Down y
sindrome Papillon-Lefevre.

Periodontitis juvenil: se presenta en la pubertad y esta asociada con defectos

angulares en hueso y los primeros molares permanentes e incisivos. La taza de
severidad de la destruccién no es consistente con la cantidad de placa y la falta
de signos clinicos de la inflamacién. Las mujeres son las mas afectadas por esta
enfermedad. La taza de pérdida de adherencia es de 4 a 5 pm por dia. Los
microorganismos asociades con esta enfermedad son Actinobacillus
actinomicetemcomitans, Caprnocytophaga ochracea, Bacteroides intermedius y
Eikella corrodens.

Periodontitis juvenil generalizada: se caracteriza por una severa y ripida

destruccion periodontal alrededor de la mayoria de los dientes. Esta asociada a
desérdenes en la quimiotaxis de neutrdfilos. La flora microbiana persistente

consiste en Bacteroides gingivalis y Eikenella corrodens.
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Periodontitis prepuberal: es una condicién poce frecuente que puede ser
generalizada o localizada. Peridontitis prepuberal generalizada afecta piezas
deciduas y temporales comienza con la erupcion de los dientes deciduos y estd
caracterizada por una severa inflamacién gingival, rdpida pérdida de hueso
alveolar, movilidad y pérdida de dientes. Periodontitis prepuberal localizada
afecta a los dientes deciduos es menos agresiva entre los microorganismos
presentes en esta enfermedad se encuentran B. intermedius y Capnocitophaga
sputigena.

Periodontitis refractaria: es una enfermedad que se presenta en miltiples sitios,

Se encuentran elevados niveles de B. forsythus, F. nucleatum, 8. intermedius, E.

corrodens y B. Gingivalis, (cuadro 3)

Cuadro 3.Clasificacion de la enfermedad periodontal.

CLASIFICACION DE ENFERMEDAD MICRORGANISMOS PRESENTES
PERIODONTAL
¥ Periodontitis det Adulto Actinomyces israeli, A. naeslundi y
A.Viscosus.
} Periodontitis rapidamente B.gingivalis, B.intermedius, B.capillus,
progresiva. Wollinella recta ete.

* Periodontitis Juvenil:
a)Localizada Actinobacillus actinomicetancomitans,
Capnocythaga ochracea.

b)Generalizada Bacteroides gingivalis y Eikenella corrodens.
* Periodontitis prepuberal Bacteroides intermedius y Capnocitophaga
sputigena.
» Periodontitis refractaria B.forsythus, F.nucleatum, S.intermedius, E.

Corrodens y B.gingivales
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4.6 METODOS DE DIAGNOSTICO:

4.6.1 SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

Los sintemas clinicos méds aceptados para el diagnéstico de la enfermedad
periodontal sen el sangrado y las bolsas periodentales asi como la profundidad
del surco mayer a 2 mm. El sangrado gingival se ha relacionado con
incrementos en el flujo del fluido crevicular que a su vez se asocia con la
presencia de inflamacion gingival. El sangrado interdental después de utilizar
el hilo se relaciona con la presencia de lesiones inflamatorias interdentales

localizadas primariamente en el punto de contacto entre las piezas contiguas.

Profundidad de bolsas:

Se¢ determina como la distancia entre la union cemento-esmalte y la
penetracién apical de la sonda periodontal. Esta medicién es importante
para determinar dos importantes consecuencias de las periodontitis y permite
registrar la actividad de la enfermedad. Las bolsas periodontales son el
resultado de las lesiones establecidas y avanzadas causadas por destruccion
del epitelio de unién y la pérdida de asociacién de fibras de colagena a la

stiperficie de los dientes.

Técnicas radiograficas.

Se utilizan para estimar la severidad y el patrén de pérdida de hueso, posicion,
forma y longitud de raices y para detectar lesiones destructivas y quiza efectos
en la oclusién. Para un mejor diagndstico y tratamiente de la enfermedad

periodontal en los aftimos S0 aiios se han desarrollado numerosos indices; los
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cuales se siguen utilizando en la actualidad y son:

Indices gingivales. Miden el grade de inflamacidn gingival, actualmente el mis
utilizado es el (GI) por siglas en inglés Gingival Index y fue desarroillado por
Loe y Silness. Que evalia la severidad de la lesion gingival en una escala
graduada de 0 a 35 que va de encia nermal a inflamacién severa.

Otros indices muy usados son el sangrado al sondaje que precede a los signos
visuales de inflamacién y describieron el Hamado indice de sangrado gingival
(SBI). Otros indices registran si hay sangrado en la papila interdental al tocarla
con un hilo encerado (Carter y Barnes) o con un palillo triangular de madera
(Stim-Udents) ® (Caton y Polson).

Indices periodontales. La evaluacion de la destruccién parodontal puede
realizarse: a)midiendo clinicamente el soporte periodontal perdido o
b)midiendo radiograficamente la pérdida dsea.

Para la evaluacion clinica de la pérdida de insercién (PDI) puede utilizarse la
técnica descrita por Ramfjord ®7en la que registra el nivel de insercién desde el
limite amelodentinario hasta el fondo del surco / bolsa con una sonda marcada
con infervalos preestablecidos (por eje., 3,6 y 8 mm, 0 3,6,9 y 12 mm.

Carlos y col. 7 desarrollaron el ESI que modela la extensién (E) y severidad
{S) de la pérdida de insercidm.

Indices de PDB. Puede dividirse en tres grupos: a)los que evalian la superficie
dentaria cubierta por placa, b)los que evalian el espesor de la placa en el
sector gingival, c)los que evaliian presencia o ausencia de placa.

Los indices utilizados para la medicion de la placa sobre la superficie dentaria
son: Greene y Vermillion, el de Quigley y Hein, el indice de la placa acompafia

al PDI de Ramfjord y al indice O°Leary han sido los més usados.
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Actualmente el més utilizado es el indice de placa (PI) de Siiness y Loe en él
cual se evalia el espesor de la placa en el drea gingival. O'Leary v col. Crearon
el indice de presencia o ausencia de placa.

Indices de sarro. El indice de sarro de Volpe y Manhold mide con una sonda
milimetrada, la extensién de los depdsitos calcificades sobre las superficies
linguales de los dientes. EI indice de superficie con sarro de Ennever y col.

registra presencia o ansencia de sarro supragingival o subgingival.

4.7 METODOS BIOQUIMICOS.

Los métodos bioquimicoes en el diagndstico de la enfermedad periodontal se han
centrado en estudiar el fluido crevicular y sus componentes. o8

Entre los marcadores biologicos que se han caracterizado hasta ¢l momento se

encuentran la actividad de colagenasa y presencia de prostaglandina E2,

4.8 METODOS MICROBIOLOGICOS.

Entre los microorganismes asociados a la enfermedad pericdontal se
encuentran los Actinomyces actinomycetemcomitans, B. gingivalis, B.
intermedius y especies de Capnocytophaga. Los métodos empleados para la
identificacion de los microorganismos se encuentran los ensayos por Northern
Blot; de actividades bioquimicas, técnica de la reaccién de la polimerasa en

cadena y métodos microscopicos.

4.9 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

1. Dieta, buena alimentacion.
2. Eliminacién y control de la placa dentobacteriana y /o de los factores

etioldgicos.
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Tratamiento de la enfermedad periodental

3. Tratamiento con el control de colutorios y antisépticos.
4. Elimiracidn de las bolsas periodontales, ¢cirugia periodontal, asi misme¢ la
terapia con antibidticos.

5. Rehabilitacion por medios protésicos y medidas de higiene

FOMENTO DE
1A SALUD
15 NIVEL

PROTECCION
ESPECIFICA
2° NIVEL

DIAGNOSTICO
PRECOZ Y TX
ADECUADO
3% NTVEL

REHABILITRCION
DEL
INDIVIDUO.
S°NIVEL

LIMITACION
AL DANC
4° Nivel

FIG 2. PERIODOS DE PREVENCION Y NIVELES DE APLICACION (LEAVELL Y CLARK).

4.10 ENDOTOXINAS BACTERIANAS.

El nombre quimico “lipopolisacdride”™, se utiliza como sinénimo de
endotoxina bacteriama. Las endotoxinas son compuestos bioldgicamente
actives presentes en la membrana externa de bacterias gramnegativas.
Inicialmente se les llamaron endotoxinas debido a que se pensaba que las
sustancias téxicas estaban dentro de la célula bacteriana y que solo podian

ser liberadas por digestion o ruptura de la célula. Por mas de 100 afios, la
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endotoxina ha sido descrita como la toxina letal de bacterias gram-
negativas. Sin embargo, hace unos 55 afios, fue aislade el lipopolisacarido,
y se encoutré que era especificamente el lipido A de su estructura el
responsable de la actividad endotéxica.

La composicién quimica basica de los lipopolisaciridos (LPS) se conoce
desde hace unos 30 aiios. Localizade en la superficie externa de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas, el LPS es una
molécula anfifilica con 3 regiones: una regién interna hidrofébica, lamada
lipido A; un polisacdrido central que centiene heptosa y un polisacarido
O-especifico que actda como antigeno serolégicamente activo. La
estructura de LPS minima requerida para el crecimiento de Escherichia
coli y otras bacterias gram-negativas (llamada Re LPS), consiste en el
lipide A y dos unidades de la octosa 2-ceto-3-desoxioctonate (KDQ). La
estructura interna del LPS esta formada por KDO y heptosa. Las cepas
bacterianas que poseen los Re LPS minimos son hipersensibles a
detergentes y antibioticos hidrofobicos, lo cual sugiere un avance evolutivo
hacia las formas completas de LPS. La especificidad serolégica de los LPS

radica en el polisacaride O especifico, mientras que el centro bioactivo o
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endotoxina camo tal,corresponde la lipido A, que en su extemo tiene icidos
grasos y en el otros grupos fosfato, por le cual es anfifilico; cuando los LPS

estan aislados, forman micelas biolégicamente activas. =% ( Fig.3)

Oo“ﬁm
eé

Fig.3 Estructura de los lipopolisacaridoes. Lipido A, 4cides grasoes y grupes
fosfato.

El papel de las endotoxinas en la patogénesis de la enfermedad periodontal
se deriva de estudios realizados por el grupo de Mandel ®” en donde
correiaciona las concentraciones entre el fluido gingival y las
concentraciones de endotoxinas con el grado de inflamacién. Diversos
experimentos sefialan que las endotoxinas bacterinas son capaces de
incrementar la resorcién ésea in vitro ©V
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En los trabajos realizades por Iino y Hopps se demostréd que las
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A. actinomycetemicomitans o de Capnocytophaga ochracea, ademis el
mecanisnmo involucrado en las resorcién osea difiere entre las diferentes
endotoxinas, esto se pone manifiesto porque indometacina inhibe las
actividad de resorcién de A. actinomycetemicomitans pero no la de otras
especies como B, gingivalis y Capnocytophaga.

Las endotoxinas tienen la capacidad de asociarse a la superficie de células
fagociticas como los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos y activar
receptores CD-14, CD-11/CD18, receptores RON v  receptores
SCAVENGER. La activacién de estos receptores esti acoplada al sistema
de traduccidén de tirosin cinasa. Las consecuencias de esta activacién
promueve la expresion génica como el factor de necrosis tumoral,
interlencina-1 e interleucina-8.

Como se mencioné en lineas anteriores los fibroblastos gingivales humanos
participan en los procesos de remodelacién del parodonto. Se ha
determinado que estas células son susceptibles a la accién de
lipopolisacaridos, endoxinas extraidas de Prevotella intermadia estimulan a
los fibroblastos gingivales humanos en la sintesis de citocinas,®

Otros autores sefialan que tratamiento con lipopolisacaridos sobre HGF

estimulan la produccién de prostaglandina E2. ®PEl grupo de Hayashi de la
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Universidad de Bunkyo¢-Ku en Jap6n demostré que los mecanismos de accién
de los lipopolisacaridos sobre los fibroblastes gingivales humanes es através de
la proteina de superficie CD-14 y que esta proteina es la receptora en la
transduccion de seitales de los lipopolisacaridos extraidos de Porphyromonas
gingivales. @9Ge ha demostrado asi mismo que los lipopolisacaridos inducen la-
expresién de interleucina-6, ©” sintesis de hialuronato, ®®ia inhibicién de la

sintesis de proteoglucanos. ©®
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4,10 RADICALES LIBRES Y ENZIMAS DETOXIFICANTES.
4.10.1 Especies reactivas de oxigeno en Ios sistemas bislégicos

El dioxigeno O; es esencial para el mantenimiento de Ia vida en los erganismos
aerobios microaerofilicos, sin embargoe para las células el oxigeno en altas
concentraciones puede ser altamente téxico debido a su capacidad de
xenobidtice; es decir, produce especies reactivas como el perdxido de
hidrégeno, oxigeno singulete y radicales superdxido e hidroxilo.

La molécula de oxigeno puede ser considerada como un biradical debide a los
dos electrones que se encuentran desapareados em sus altimos orbitales.“”
(Fig.4)

La disposicidn paralela que presentan los electrones confiere al oxigeno una
baja habilidad por aceptar un par de electrones de otra molécula en la que
estos se encuentren antiparalelos. Asi la reduccion del oxigeno se retarda por la
aceptacién de electrones de uno en uno y genera especies reactivas.

El oxigeno puede aumentar su reactividad si uno de los electrones solitarios
absorbe energia e invierte su rotacion generando una especie conocida como
singulete.

El radical superéxide (0:) no es muy reactivo;sin embargo ,es potencialmente
dafiino debido a la capacidad que tiene indirectamente de originar especies
como el radical hidroxilo (HO). El O; al ser dismutado produce H;O; y este

ultimo puede generar HO.
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Fig.3. Esquema de configuracién electrénica de las especies reactivas generadas
apartir de la molécula de dioxigeno. Tomada de (Haliwell, B y Gutteridge,
M.C., Free radical in biology and medicine. Ed. Claredon Press. 2. pp. (8-17) .
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El H;0; no es un radical libre, sin embargo, es una especie reactiva con
capacidad oxidante débil. Difunde y cruza membranas facilmente y tiene la
. - 2- .
capacidad de reaccionar con metales como Fe** y Cu+ para formar radicales

hidroxilo de acuerdo con la siguiente reaccién descrita por Fenton en 1894;
H,0,+Fe¢"" <> Fe™* + HO OH~

El peréxido de hidrégeno también puede generar radicales hidroxilo al sufrir
fision homelitica por accién de algunos tipes de energia como radiaciones
ienizantes o calor.

H,0, - OH+ 0OH
4.10.2 Produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS)

Durante el transporte de algunos elementos de la cadena respiratoria
principalmente en los complejos nicotinamida adenina dinucledtido reducido
(NADH), coenzima QQ reductasa y en las dos formas reducidas de la coenzima
Q, se produce una fuga de electrones (autoxidacién de semiquinonas),que
reducen en dioxigeno y originan al superéxido.

Ademis de la cadema respiratoria existen otros mecanismos metabélicos
generadores de radicales libres; en ellos actitan enzimas que degradan radicales
superéxido y preducen H,O, y 02,

La fuente principal de produccién de H,0, es la dismutacién del radical
superdxido, reaccidén intracelular catalizada por Ia superdxido dismutasa
(SOD).
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La descomposicion del H,O, ocurre en los peroxisomas, organelos celulares
especializados que contienen enzimas del tipo de las peroxidasas, como
catalasa, El H,0, también se forma por accién de enzimas come glicelato
oxidasa , D-L amino oxidasa y urato oxidasa , durante la 8-oxidacién de dcidos
grasos de cadenas largas en la sintesis de colesterol de las purinas en el
catabolismo de los aminodcidos, fotosintesis y por accién metabélica de las
células del sistema inmune,

Las células fagociticas cuando son estimuladas en la superficie membranal,
incrementan su consumo de oxigeno en ef fendmeno llamade estallido o "burst”
respiratorio; que resulta en la produccién de radicales superdxido via NADPH
oxidasa y apartir de los cuales pueden formarse otras especies reactivas de

oxigeno como H,0,. “h (fig.5)

4.10.3 Mecanismos de transformacion de radicales libres en los sistemas
bioldgicos.

Las células presentan mecanismos que permiten contrarrestar los dafios
producidos por las especies reactivas de oxigeno. Los principales mecanismos
de defensa antioxidante son:

1.Barreras fisiolégicas que impiden el paso del oxigeno ambiental al interior
celular.

2.Defensas antioxidantes no enzimaticas como la vitamina E (« y 8 tocoferoles),
vitamina C (Acido ascérbico),los caretenos,el glutatién, la bilirrubina y el acido
urico entre otros.

3.Defensas antioxidantes enzimaticas. La proteccién enzimdtica celular

puede dividirse en tres categorias; la primera linea de defensa la componen
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FIG 5. Esquema de vias de produccién de superéxido y peréxido de hidrégeno en los
leucocitos durante el estallido respiratorio en glutanién peroxidasa Gpx, super éxido
dismutasa SOD y catalasa CA, (Smith, J. D y McManus, D.P.,, 1989, Developmental
biology of larval en: The phisiology and biochemistry of cestodes. Ed. Cambridge
University Press. Great Britain. Pp. 187-195).
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las enzimas catalasa, peroxidasa y superoxide dismutasa (SOD), que actian
destruyendo a los radicales libres antes de que actien sobre moléculas blanco
Las enzimas dependientes de glutation (peroxidasas y transferasas) compenen
la segunda linea de defensa, asi como el citocromo P_450. La dltima categoria

actiia directamente contra los grupos carbonilos.“?

4.,10.4 Estrés oxidativo

Los estados fisioldgicos estables se mantienen al evitar que aumente la
concentracion intracelular de especies reactivas de oxigeno. Para ello 1a célula
debe mantener un equilibrioc entre el poder reductor y la concentracion
intracelular de dioxigeno. El estado hiperoxidante se genera cuando se rompe
este equilibrio debido a facteres como:

1. Aumento sibito en la entrada de oxigeno ambiental

2. Una disminucion brusca en la entrada de dioxigeno.

3. La inhibicion de la cadena respiratoria

4. Un incremento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno provenientes
del metabolismo celular por, efecto de radiaciones

5. Falta de mecanismos antioxidantes eficientes

6. La disminucién del poder reductor por falta de nutrientes o por Ia presencia
de sustancias oxidantes

7. Un incremento de las especies reactivas de oxigeno provenientes del exterior.,
El estado hiperoxidante aunque se genera en condiciones fisioldgicas, puede
producirse experimentalmente y asi estudiar la respuesta celular ante un estrés
oxidative. La célula tiene que ajustar su capacidad de reducir dioxigeno y sus

especies reactivas modificando sus mecanismos antioxidantes.



Catalasa

Los organismos presentan sistemas adaptativos que contrarrestan los cambios
drasticos producides en el ambiente; por ejemplo cuando se da un estrés
oxidativo, se induce la expresién de algunos genes que codifican para enzimas
antioxidantes como (catalasa) asi como los mecanismos de reparacion de
DNA.®?

4.10.5 Caracteristicas bioquimicas de la catalasa

1.a catalasa es una molécula tetramérica compuesta de subunidades con un
peso molecular aproximado de 60 Kda, cada subunidad contiene un hemo corto
grupo prostético.

El origen de esta enzima se remonta a 2 mil millones de afios, cuando la
atmoésfera cambio de reductora a oxidante. Fue apartir de entonces que los
sistemas bioldgicos desarrollaron mecanismos para neutralizar los efectos
toxicos de las especies reactivas de oxigene experimentando mayor
adaptabilidad y proliferacién en el medio. “%

La catalasa es una hemoenzima y muestra cambios transitorios en sus espectros
cuando se mezcla con su sustrato el perdxido de hidrogeno.

El mecanismo de reaccién de la catalasa ocurre en dos etapas. La primera
conlleva a la fermacién de un complejo primario entre el H,0; vy el hierre que

se encuentra en el grupo prostétice:

E-Fe*' -OH + H;0, < E-Fe* O0OH + H,0

Este complejo reacciona con una segunda molécula de H,0, y el hierro que

se encuentra en el grupe prostético:

E-Fe **O0H + H,0, <> E-Fe*' OH +IL, O + O,
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La enzima catalasa es una de las primeras enzimas antioxidantes que
descompone H20; a formar H;O y O; en conjunto con ofres antioxidantes, la
enzima catalasa juega un papel importante en la prevenciéon de la toxicidad
celular inducida por especies de reactivas derivadas de oxigeno. En el paso de
dos décadas la relacion de catalasa con cancer a sido sujeto de numerosos
estudios debido a que la presencia H,0; y ausencia de la actividad de la enzima
catalasa para degradarla puede llegar a manifestar en las células de higado de
ratén efectos mutagénicos y carcinogénicos. “¥

Las catalasas son abundantes particularmente en células de higade y rifién
donde deben destruirse numerosos perdxidos durante el proceso de defensa

contra sustancias extrafias que han penetrado al organismo.

4.10.6 Lipopolisacarido relacionade con catalasa:

La interaccion de LPS con celulas eucaridnticas resulta con cambios de
transduccion de sefiales y expresion génica. Las células en respuesta a LPS
producen un ripido incremento (de minutos a dos o tres horas) en la formacién
de radicales de superédxide y HO; que estan asociados con la activacién de
NF«xB. El O,y H;0, sirven como agentes que sefialan la cansa de dafio y muerte
celular, 9

El estrés oxidativo en células endoteliales, parenquimatosas o Kupffeer
participan en el desarrollo de disfunciones hepiticas durante la endotoxemia o
sepsis. Las consecuencias patofisiologicas del estrés oxidativo intra o
extracelular depende del balance de vias pro y antioxidativas."”? Dentro de los
eventos pro-oxidativos se encuentran la produccién y liberacién de especies

reactivas de oxigeno.
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Catalasa y LPS

Estos radicales pueden atacar a la célula que los sintetizé o0 a células vecinas a
eila, La produccién de especies reactivas de oxigeno por mitocondrias o por el
sistema de xantina-oxidasa contribuye a los efectos de los lipopolisaciridos
sobre la induccién del estrés oxidative.

Por otra parte el efecto antioxidativo funciona como un mecanismo de defensa
para la eliminacién de las especies reactivas de oxigeno, entre las enzimas que
participan en estos eventos se encuentran las enzimas superdxido dismutasa,
catalasa y glutatién peroxidasa.

Un estimulo inflamatorio puede modular las vias pro y antioxidativas para la
eliminacion de especies reactivas de oxigeno, el balance entre estos dos eventos
es importante en la conservacion de la homeostasis celular.“®

Pinteaux y col sugieren que la adicién de LPS al medio de cultivo celular
induce sintesis de la enzima superdxido Mn dependiente estando fuera el efecto
en la enzima Cw/Zn -SOD. Se demostré de igual forma que el perdxido de
hidrégeno puede funcionar como el inductor especifico en el fenémeno
observado y puede entonces ser considerado como un mensajero intracelular
envuelto en la regulacién de muchos aspectos de metabolismo oxidative
particularmente en defensa a la accién de toxinas (EROS). (*)

La interpretacién de los efectos nocivos de los radicales libres puede ser
analizada no dnicamente en funcién del efecto nocive de los radicales sine
puede estar relacionade con la eficiencia y actividad enzimatica de las enzimas
catalasa y glutatidn peroxidasa y sistemas quimicos antioxidantes. La baja
proteccién celular puede inducir drasticamente los niveles de actividad de las
enzimas protectoras de eventos oxidativos come catalasa, glutation peroxidasa

y Cw/Zn superéxido dismutasa.®”
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Catalasa y LPS

Por otra parte el efecto antioxidativo funciona como un mecanisme de defensa
para la eliminacién de las especies de oxigeno reactivas entre las enzimas gue
participan en estos eventos se encuentran las superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa. (Fig. 6)

En el estudio realizado por Zoltin y col. © ) demestraron que en las células
Kupffer los elevados niveles de glutanién juegan un papel importante en la
proteccion de las especies reactivas de oxigeno, considerando que la accién de
la enzima catalasa para la destoxificacién es atenuada. Estos estudios sugieren
que ni catalasa ni la cicloxigenasa promueven la eliminacién de especies
reactivas de oxigeno ¥ que puede ser otro factor el que esté envuelto en la

supresion de fibroblastos por actividad de macréfagos en adicién a H,O,,
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Catalasa y LPS
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El propdsito de este estndio consistié en investigar la respuesta de los
fibroblastos gingivales humanos al estrés oxidative inducide por endotexinas,
para evaluar el dafio se midié la actividad de la catalasa, esta enzima participa

en el sistema de enzimas involucradas en la defensa antioxidante de las células.

Durante el shock endotdxice la generacion de radicales derivados del oxigeno
induce la lipoperoxidacion de membranas celulares asi como dafio a proteinas y
acidos nucleicos resuléando en un dafie en los tejidos. Las células se protegen
del dafio ocasionado por radicales libres mediante sistemas de defensa
antioxidantes. Las células eucariontes contienen dos superdxido dismutasas que
catalizan las dismutacién del anién superdxido. Se han caracterizado dos de
estas enzimas unas dependientes de manganeso (Mn) que comprenden del 10 al
15% de la actividad celular total de superdxido v se encuentran localizadas en
la matriz mitocondiral, estas enzimas son inducidas por el factor de necrosis
tunmoral, interleucina y lipopolisaciridos &3

La ofra isoenzima es la cobre-zinc {(Cu-Zn} que se encuentra en el citoplasma de
las células y en los peroxisomas, se expresa de forma censtitutiva y es menos
inducible. La enzima catalasa es una enzima que esti presente en los
peroxisomas y participa de forma preponderante en la degradacién de
perdxido producide por las enzimas superéxido dismutasa .

Se ha demostrade que la administracién in vive de endotoxinas produce un
incremente en el estrés oxidativo en higado y plasma en particular se ha
determinado que los niveles de glutation se incrementan durante las primeras
cinco horas y disminuyen por debajo del control después de cuarenta y ocho

horas de tratamiento ©®
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Planteamaiento del problema

Estas enzimas se expresan también durante procesos inflamatorios ©” dentro
de estos procesos inflamatorios se¢ encuentra Ia enfermedad periodontal, que en
su etiologia participan microorganismoes gram negatives que contienen
endotoxinas es por esta razén que el propésito de Ia investigacion consistié en
determinar si las endotoxinas afectan a los fibroblastos gingivales humanos

mediante estrés oxidativo.
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6. JUSTIFICACION

Dentro de los padecimientos mas frecuentes durante la practica diaria dental
se encuentran los procesos inflamatorios gingivales y la pérdida del aparato de
insercion por lo que es imporfante realizar investigaciones bésicas que
permitan conocer el comportamiento de las bacterias y las respuestas del
huésped, lo que permitira identificar a las moléculas involucradas en la
enfermédad periodontal y combatirlas con la finalidad de que en un futuro
tengamos una sociedad con dientes sanos y naturales durante el transcurse de

Ia vida.
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7. HIPOTESIS

Los lipopolisacdridos son los componentes de las paredes celulares de las
bacterias gram negativas se ha determinade que la interaccion de los
lipopolisaciaridos con las células cucariontas proveca cambios en las
transduccién de sefiales y_expresion de genes. Se¢ determinara si las células
producen perdxide de hidrogeno como mecanismo de defensa entre organisinos
invasores, en particular se determinara Ia expresion de la enzima catalasa en
cultivo de fibrablastos gingivales humanas.
8. OBJETIVOS.
8.1 OBJETIVO GENERAL:
Se examinara la expresion de la enzima oxidativa catalasa en fibroblastos
gingivales humanos después del tratamiento con lipopolisacdridos.
8.2 OBJETIVOS PARTICULARES.
o Se estudiarin los efectos de las lipopolisacaridos sobre la actividad de Ia
enzima catalasa.
e Se determinara si la activacién de la enzima catalasa se produce por sintesis
| de nuevo.
o Se determinara el tiempo y la conceniracion a la cual los lipopolisacaridos

promueven la activacién de la enzima catalasa.
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7. HIPOTESIS

Los lipopolisacaridos son los componentes de las paredes celulares de las
bacterias gram negativas se ha determinado que la interaccion de los
lipopolisacdridos con las células cucariontas proveca cambios en las
transduccidn de sefiales y._ expresion de genes, Se determinara si las células
producen peréxido de hidrégeno como mecanismo de defensa entre organismos
invasores, en particular se determinari la expresion de la enzima catalasa en
cultive de fibroblastes gingivales humanos.
8. OBJETIVOS.
8.1 OBJETIVO GENERAL.:
Se examinara la expresion de la enzima oxidativa catalasa en fibroblastos
gingivales humanos después del tratamiento con lipopolisacaridos.
8.2 OBJETIVOS PARTICULARES.
+ Se estudiardn los efectos de los lipopolisacirides sobre la actividad de la
enzima catalasa.
e Se determinara si la activacion de la enzima catalasa se produce por sintesis
| de nuevo.
s Se determinari el tiempo y la concentracién a la cual los lipopolisacaridos

promueven la activacién de la enzima catalasa.
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9, MATERIALES Y METODOS.

= Cultive celular de fibroblastes gingivales

Los fibroblastos gingivales se obtendrin de pacientes sanos y que requieran la
extraccién de terceros molares. Se realizaran explantes de Ia muestra y se
aislaran y creceran las células en un medio de cultivo Dulbecco Modificado por
Eagle suplementado con suero bovino fetal y antibiticos en atmdsfera hiimeda
y en presencia de una mezcla de 95% aire y 5% CO2 a 37°C. Laos fibreblastos
seran indentificados por su merfelegia. Los ensayos se realizarin entre os
pasajes 3 a 10. En algunos ensayos el suero bovino fetal seri sustituido por
albimina sérica bovina o ¢l sistema libre de suero de GIBCO en combinacidn

con los lipopolisacdridos, ¥

=Ensayo de actividad de catalasa.

Para la determinacién de la actividad se creceran los fibroblastos gingivales
humanes hasta la subconfluencia en medie de cultivo Dulbecco modificado por
Eagle suplementado con 1% antibiotico - antimicétice (GIBCO) y 10% de
suere bovino fetal (GIBCQ), se retirard el medio y cambiard por el mismo
medio que contendrd 0.2% de suero bovino fetal se tratardn durante 24 horas,

a las células de FGH con diferentes dosis de lipopolisaciridos
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Materiales v Métodos

y dosis submaixima de lipopolisacaridos a diferentes tiempos. Al término se
recuperaran las células en un buffer de lisis que contiene Tris 50 mM y friton
20%, se cuantificara la proteina por Lowry 6 y se determinara la actividad en

un gel nativo.

=Determinacion de proteina por Lowry.

El contenide de proteina de las muestras se determiné con folin-fenol
ciocalteuss en un medio zlealine en presencia de cobre de acuerdo con el
método propuesto por Lowry GN usando albiimina sérica bovina come
estandar. El reactivo se prepard de mezclar 50 voluménes del reactivo A (2%
carbonato de sodio, 1% tartrato de sodio-potasic y 4. 1% hidréxido de sedio) y

unz parte de solucidn B ( 1% sulfatc de cobre pentahidratado).

Se preparo la curva patrdn las muestras se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente al término se adiciona 0.1ml del Reactive Folin-Fenol-

Ciacalteuss mezclado 1:1 en agua. Las muestras se leen a 660 nM.

=Electroforesis nativa:
Para realizar la electroforesis nativa a una concetracién de 10% de acuerdo a

la técnica de Laemli €
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Materiales y Métodos

SOLUCION GEL GEL

SEPARADOR | CONCENTRADOR
10%

30% 2,7 ml 1.072 m!

Acrilamida-

0.1% Bis

acrilamida

Tris 1 M pH{2.5 ml --

8.8

Tris 0.5 M|-—- 2 ml

pH 6.8

Agua 4.6 ml 4.75 ml

Persulfate 0.1 ml 0.07 ml

de amonio

10%

TEMED 0.046 ml 401 ml

Se vierte Ia solucién entre dos placas de vidrio y se deja polimerizar. Se aplican
las muestras y se corre a 60 mA por 2 hrs, El gel se reveld por actividad.
Para los ensayos por Western- blot, las muestras se trsnsfieren a una

membrana de nitrocelulosa.

= Ensayo Western-blot.

Para la transferencia de las muestras a una matriz de nitrocelulosa se coloca el
gel en una cdmara de transferencia durante 12 horas a 30 mAmp. Ei

amortiguador de corrida fue: 20 mM de Tris, 150 mM de glicina y metanol al
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Materiales y Métodos

20% con un pH de 8.3; el alcohol se agregd con ¢l objete de incrementar la
union de las proteinas a la matriz. La nitrocelulosa se coloca en un recipiente
durante una hora a 37° C cubierta con una solucién de albtimina sérica bovina
al 3% y Tween 20 al 0.05%; este ditimo funciona come bloqueador.
Posteriormente se Iava repetidas ocasiones con PBS; la enzima se detecta por
incubacién con anticuerpos anticatalasa obtenidos de conejo, durante 1 hora a
37°C. Finalmente la matriz de nitrocelulosa se lava 3 veces con PBS y se le
agrega una solucion de sustrato cromogénico, agitando continuamente para
observar las bandas reveladas. l.a reaccion se detiene agregando agua

destilada. Y

= Revelado por actividad:

El método de tincion se realizé en electroforesis nativa de 10% acrilamida. Se

e

tifié con ung mezcla de la solucion de ferrocianuro de potasio 1% y clorure

férrico 1% (1:1) de acuerdo a la metodologia de Sun ©?

43



Materiales y Métodos

=Ensayo de catalasa:

La actividad de la enzima catalasa se determind de acuerdo al método descrito
por Beer®™ La actividad enzimatica se describe en términos de la desaparicién
de agua oxigenada a 240 nm. Una unidad de actividad de enzima catalasa

descompone 1 pmol de agua oxigenada min a 25°C y pH 7.
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10. RESULTADOS.

En este trabajo se estudi6 el efecto de los lipopolisacdridos sobre la actividad y
sintesis de 1a enzima catalasa en fibroblastos gingivales humanos. Encontrantos
que el tratamiento con diferentes dosis de lipopolisacdridoes induce Ia expresién
de la actividad de esta enzima; como se muestra en el gel native (Fig.1),
defectamos una mixima actividad a la dosis de 100 pg/ml. A esta dosis se

presenta um incremento de 4 veces sobre la actividad basal.

A B C b E

Fig. 1 Dosis Respuesta al tratamiento con lipoepolisacdridos en fibroblastos
singivales humanes.

Los fibroblastos gingivales humanos se trataron durante 24 hrs. con diferentes
dosis de lipopelisacaridos, A) control; BYipg/ml; C) 10 pg/ml; D) 50 pg/ml; E)
109 pg/ml. Al término de la reaccién se recuperaron las células se contaron y se
tomaron 10 x 10° células que se lisaron en solucién nativa de Laemli, las
muestras se procesaron mediante la téeniea de electroforesis nativa a 3 mA por
carrif al término de la corrida el gel se reveld por actividad.

En otra serie de experimentos encontramos que el tratamiento con 50 pg/mt a
diferentes tiempos induce la activacién de esta enzima, el efecto miximo de
induccién se encontré a las 24 horas de tratamiento, (Fig., 2). Y desaparece sz
actividad al traiar durante 48 hrs.
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Resultados

A B C b E

Fig. 2 Curso Temporal del tratamiento con lipopolisacdridos sobre la actividad
de 1a catalasa en fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se trataron con lipopolisacirido a una
dosis de 50 pg/ml durante diferentes tiempos. A) control; B)6 hrs; C) 12 hrs;
D) 24 hrs; E}48 hrs. Al término de cada reaccién se recuperaron las células se
contaron y se tomaron 10 x 19° células que se lisaron en solucién nativa de
Laemb , 1as muestras se procesaron mediante la téenica de electroforesis nativa
a 3 mA por carril al término de la corrida el gel se revelé por actividad,

A fin de determinar si el incremento o disminucion en la actividad de la enzima
se debia a un incremento en la sinfesis de la misma se realizaron estudios
western-biot, en el ensayo dosis respuesia encontramos gue el fratamienio con
108 pg/m! de lipopolisaciarido promueve una disminucién en el contenido

celular de esta enzima (Fig.3).
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Resultados

A c D

Fig. 3 Dosis respuesta de la induccién de la actividad de catalasa por
lipopolisacdridos.

Mauestras de fibroblastos gingivales humanos se incubaron durante 24 con
diferentes dosis de lipopolisacirido A) 100 pg/ml; B) 50 pg/mi; C) 10 pg/ml;
D) 1 pg/m! E) Control .Al término de la incubacién se hicieron extractos
celulares para ser analizados por western-blot.

Resultados similares se obtuvieron cuando se trataron las células a diferentes
tiempos con lipopolisacdridos, en el ensayo western blot encontramos gune el

tratamiento con lipopolisacdridos no produce cambios en la induccién de fa

enzima,
A n c n
Fig.4 Curso temporal de la induccién de Ia expresién de catalasa por
lipopolisacdridos.

Muestras de fibroblastos gingivales humanos se incubaron con
lipopolisacdridos (50 pg/ml) a diferentes tiempos A) 24 hrs; B) 12 hrs; C) 6 hrs.;
D) Control. Al término de 1a incubacion se hicieron extractos celulares para ser

' analizados por western blot.

47



Resultados

En los ensayos de actividad encontramos gue el tratamiento con
lipopolisacarido (50 pg/ml) induce un incremento en la actividad a partir de las
dos horas de tratamienio y a ias 24 horas se detecta un incremento de cuatro

veces sobre la actividad basal.

Tabla I Efecto de los lipopolisacdridos sobre la actividad de la catalasa en fibroblastos

gingivales humanos tratados durante 24 horas. (umol/mg proteina)

Control 970 + 150
LPS 50ug/ml 4000 + 50
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ENTA TESIS WO BEBE
oiscusion.  SAUR BE LA BIBLIOTECA

Con la finalidad de determinar el efecto antioxidante inducido por
lipopolisacarido, un conjunto de enzimas antioxidantes debe responder con la
regulacién coordinada de la actividad de enzimas antioxidantes. Encontramos .
sin embargo que después del tratamiento con lipopolisaciridos se produce un
efecto bifasico sobre la actividad de la catalasa a tiempos cortos y hasta las 24
horas se incrementa la actividad y después de 48 horas disminuye su actividad
por debzjo de la actividad basal. El tratamiento con lipopolisacarides produce
un incremento en la concentracién de perdxido, pero la disminucién en la
actividad de la catalasa significaria que Ia célula falla al reto de disminuir los
radicales, sin embargo es posible que el perdxide sirva como un agente
bacteriostitico. En cuanto a la concentracion de la enzima encontramos que Ia
enzima catalasa se conserva estable solo a dosis altas se produce la degradacién
de la enzima,

La funcién fisioldgica de la catalasa no ha sido esclarecida del todo pero
se conoce que la regulacién de la expresién de esta enzima es sensible a

potenciales redox. 9

es posible quiza que por el incremento en el estado
oxidative de las células por el tratamiente con lipepolisaciridos los sitios
regulatorios se oxiden lo que impide la traduccién de mensajeros. A fin de
demostrar este efecto deberd caracterizarse si los lipopolisacdridos actiian a
nivel traduccional o transcripcional.

La respuesta bifisica en el tratamiento con lipopolisaciridos representa
una mala adaptacién al estrés oxidative inducido por lipopolisaciridos. Es
posible que estos cambios se deban a cambios en las concentraciones de

superoxido y perdxido en Ia célula como resultados de mecanismos

bacteriostiticos y no por mala adaptacién celular,
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12. CONCLUSIONES

Con este trabajo se puede concluir que los lipopolisacirides son capaces de
inducir la expresién de Ia enzima catalasa en fibloblastos gingivales humanos
a fin de combatir el estrés exidativo.

Asi mismo se demostrd que se induce la expresién de la enzin;a catalasa hasta 4
veces sobre su actividad basal, pero este aumento en la actividad de la enzima

no se refleja en Ia sintesis de 12 misma,

También concluimos que la mixima expresion de la enzima se ve reflejado a
una dosis de 100 pg /mi de LPS a las 24 hrs y desaparece a las 48 hrs. Y lo

mismo se ve reflejado en una dosis de 50 pg /ml.
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14.ANEXOS

1 EQUIPO

Agitador magnético Thermolyne.
Centrifuga Beckman,
Potencidémetro.

Refrigeradores 4°C, -20°C, -70°C.
Equipo de electroforesis Hoeffer.
Equipo de transeferencia Hoeffer.
Espectrofotémetro visible
Espectrofotémetro uitravioleta.
Transiluminador.

Equipo de Fotografia.

Balanza analitica Ohauz.
Agitador orbital. Lab-Line.

14,2 REACTIVOS.
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Acrilamida. SIGMA

Acido acético.

Agua oxigenada SIGMA
Anti-catalasa Upstate Biotechnology.
Azul de Coomasie LKB

Bis- acrilamida SIGMA
Carbonato de sodio SIGMA
Cloruro de sodio.SIGMA
Cloruro férrico.SIGMA
EDTA SIGMA

Ferrocianure de potasio.
Glicina SIGMA

Glicerol SIGMA

Hidroxido de potasio. SIGMA
Hidréxido de sodio. SIGMA
Leche descremada.
Mercaptoetanol. SIGMA
Metanol

Membrana de Nitrecelulosa BIO-RAD
Tris. SIGMA.

Triton SIGMA

Tween 20
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