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INTRODUCCION

La cavidad oral humana estd colonizada por mas de 500 diferentes especies

bacterianas *?

, la mayoria de las cuales son inocuas y mantienen una
homeostasis entre la microbiota periodontal ¢ .

La enfermedad periodontal comprende un grupo de estados inflamatorios
inducidos por bacterias especificas de la placa dental © en los tejidos del soporte
dentario, o periodonto, integrado por encia, ligamento periodontal, cemento y
hueso alveolar ®. La placa dentobacteriana es una comunidad organizada de
microorganismos vivos, formada habitualmente por numerosas especies y cepas
incluidas dentro de una matriz extracelular formada por productos del metabolismo
bacteriano, asi como por sustancias del suero, saliva y la dieta. Esta biopelicula se
localiza en la regidn supragingival o subgingival.

La colonizacién de la placa subgingival por ciertas especies puede conducir
a la infeccion del periodonto resultando en una gingivitis y periodontitis . Sigmud
Socransky, investigador de Forsyth Dental Center, en E.U., propuso las siguientes
pautas por medio de las cuales podria juzgarse a los gérmenes periodontales
como potencialmente patdgenos. Segun tales criterios, un patdégeno potencial
tiene que:

1. Guardar relacién con la enfermedad, probada por incrementos de la
cantidad de microorganismos en sitios afectados.

2. Eliminarse o disminuir en zonas con resolucion clinica de la enfermedad
mediante tratamiento.

3. Demostrar una reaccion del huésped, en la forma de una alteracion de la
respuesta inmunitaria celular o humoral del sujeto.

4. Ser capaz de causar enfermedad en modelos animales experimentales.

5. Demostrar factores de virulencia que permitan que el microorganismo

genere destruccion de los tejidos periodontales ©.
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Las enfermedades periodontales humanas resultan de etiologias
heterogéneas incluyendo una biopelicula compleja en el microambiente
subgingival, modulaciones sociales y de conducta, y caracteristicas genéticas del
hospedero, cada una de las cuales es influenciada y/o modulada por las
respuestas inflamatorias e inmunes del hospedero. Recientes avances en el
campo sugieren que el mecanismo inmune asociado a la periodontitis es un arma
de doble filo, conformado por el combate de los patdégenos invasores por un lado y
por el otro provocando dafio tisular en el hospedero ®.

Una de las formas mas severas de enfermedad periodontal es la
periodontitis agresiva localizada (LAP) ©, en la cual, el patégeno periodontal
Actinobacillus actinomycetemcomitans ha sido demostrado ser el patdgeno

primario *78910),
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ANTECEDENTES

La enfermedad periodontal es muy comdn y puede afectar a mas del 90% de la
poblacién mundial @.

En las dos décadas pasadas, ha habido un considerable interés en el
estudio de los papeles de diferentes células que participan en la inmunidad innata
en las enfermedades periodontales. Se ha demostrado ® que ambas respuestas
inmunes adquiridas, humoral y mediada por células, juegan papeles importantes
en la defensa del hospedero contra enfermedades infecciosas microbianas asi
como en la periodontitis humana.

A mediados del siglo XX se creia que la enfermedad periodontal era el
resultado de la acumulacion de la placa a través del tiempo, junto con una menor
reaccion y mayor susceptibilidad del huésped con la edad. Diversas observaciones
objetaron tales conclusiones.

En 1976, Walter Loesche, formuld la hipétesis de las placas inespecifica y
especifica. La hipétesis de la placa inespecifica sostiene que la enfermedad
periodontal surge de la “elaboracion de productos nocivos por toda la microflora de
la placa”, segun lo cual, el huésped neutraliza los productos nocivos cuando solo
hay cantidades pequefias de placa; asimismo, cantidades grandes de placa
producirian cantidades grandes de productos nocivos que superarian las defensas
del huésped.

La hipdtesis de la placa especifica asume que solo cierta proporcion de la
placa es patégena y que su patogenicidad depende de la presencia o el
incremento de microorganismos especificos ©.

Desde hace algunas décadas se ha incrementado la atencién enfocada a la
cavidad oral. Como recientemente se argumento, hay una presion necesaria para

entender como nuestra microbiota interactGa con nosotros ©.
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Se han alcanzado avances importantes en las técnicas usadas para aislar e
identificar microorganismos periodontales y con ello la depuracion considerable de
la taxonomfa bacteriana ®. Han sido reportados muchos métodos para la
deteccion rapida de patdgenos periodontales, asi como pruebas inmunolégicas e
inmunoenzimaticas, electroforesis de proteinas e hibridizacion DNA-DNA. Estos
métodos muestran diferentes limitaciones conduciendo a resultados falso-
positivos, asi como también reactividad cruzada ‘Y. Métodos moleculares de
amplificacion de rRNA 16S revelan aun mas vistas diversas de la flora bacterial
subgingival y sugiere que una gran proporcion de este ambiente microbiano

familiar y bien estudiado permanece sin caracterizar .
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ENFERMEDAD PERIODONTAL

Aspectos generales
La gingivitis es la expresién mas ligera de la enfermedad periodontal .Los
hallazgos mas frecuentes de la gingivitis son eritema, edema, agrandamiento de
los tejidos y hemorragia ©.

La periodontitis es una condicion inflamatoria cronica, destructiva vy

212 Comparte con la gingivitis caracteristicas clinicas de la

multifactorial
inflamacion pero en la periodontitis se observa la destruccion de los tejidos de
soporte del diente que incluye, pérdida de insercion clinica, formacion de bolsas
periodontales y la pérdida de hueso alveolar ®®. La periodontitis severa puede
originar la pérdida dental, dolor ocasional e incomodidad, y dificultad en la

masticacion Y. (Fig. 1)

Fig. 1. Region anterior mandibular de una mujer de 55 afios con periodontitis cronica. (a)
Notar que la papila interproximal entre el canino e incisivo lateral es roja y aumentada de volumen.
(b) Sangrado ligero al sondear en el mismo sitio. Notar los 7 mm de profundidad al sondear el sitio.
La pérdida de adherencia clinica es un poco menor que 7 mm puesto que el margen gingival es
coronal al unién cemento esmalte (no visible). La combinacidon de inflamacién gingival mas la
considerable cantidad de pérdida de adherencia clinica indican que el sitio tiene periodontitis.
(Armitage GC. The complete periodontal examination. Periodontology 2000. 2004; 34: 22- 33)

En la bolsa periodontal, microbios orales y sus productos pueden penetrar

la mucosa oral y entrar a la circulacion periférica. Hay evidencia que relaciona a
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las infecciones dentales crénicas, especialmente la periodontitis, con un riesgo
incrementado de enfermedad cardiovascular . La periodontitis en general es mas

comun en paises en desarrollo.

Clasificacion
Del treinta de octubre al dos de noviembre de 1999 se celebré el “Simposio
Internacional para la Clasificacion de las Enfermedades y Condiciones
Periodontales”. El proceso incluyé la creacion de un perfil para la nueva
clasificacion debido a que las anteriores tenian muchas desventajas careciendo de
detalles necesarios para una adecuada caracterizacion del amplio espectro de las
enfermedades periodontales encontradas en la practica clinica (ver Anexos,
Tabla ).

Dentro de los cambios en el Sistema de Clasificacion se adicion6 la
seccion de “enfermedades gingivales” y se reemplaz6 el término de
“periodontitis del adulto” por “periodontitis crénica”; asi mismo el reemplazo de
“periodontitis de inicio temprano “ que incluye periodontitis prepuberal, juvenil y
rapidamente progresiva por “periodontitis agresiva”; se eliminé la categoria
separada para la “periodontitis refractaria”, se esclarecio la designacion
“periodontitis como una manifestacion de enfermedades sistémicas”; el
reemplazo de “periodontitis ulcerativa crénica” por “enfermedades periodontales
necrosantes”; la adicion de las categorias “absceso periodontal”, “lesiones
periodoncicas- endoddncicas” (Fig. 2) y “deformidades y condiciones del

desarrollo o adquiridas”.

Fig. 2 Inflamacién gingival de origen endodéntico en la
encia interproximal entre el molar y segundo premolar. EI molar
fue sometido a tratamiento endonddntico por necrosis pulpar.
(Armitage GC. The complete periodontal examination.
Periodontology 2000. 2004; 34: 22- 33)

10
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Como una guia general, la extension puede seccionarse como localizada
=< 30% de sitios involucrados y generalizada => 30% de sitios involucrados. La
severidad se clasifica en base a la cantidad de pérdida de insercion clinica (NIC)
como sigue: leve =1 0 2 mm de NIC; moderada = 3 0 4 de NIC y severa => 5 mm
de NIC @9,

Periodontitis agresiva
Su caracteristica fundamental es la progresion rapida de la pérdida de insercion y
de hueso evidente. La enfermedad muestra un patrén de aparicion familiar. Hay
una inconsistencia entre la cantidad de depdsitos microbianos y la gravedad de la
destruccion periodontal; la presencia de concentraciones elevadas de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, y evidencia de trastornos de los fagocitos y
de monocitos/macréfagos hipersensibles, que responden sintetizando mayores
concentraciones de prostaglandina E; (PGE,) e interleucina-1p (IL-1p). El proceso
de la enfermedad es autolimitado en algunos casos de periodontitis agresiva (Fig.
3).

Puede ser localizada o generalizada. La periodontitis agresiva localizada
(LAP) es la nueva nomenclatura que reemplaza a periodontitis juvenil localizada
(LIP).

: Fi
Fig 3. Periodontitis agresiva localizada avanzada en un paciente masculino, caucasico de 19 afios

de edad médicamente saludable. Note que hay pequefias cantidades de placa e inflamacion
gingival (A). Radiografias de los incisivos anteriores mandibulares muestran la gran cantidad de
pérdida 6sea (B). El dafio periodontal fue confinado a los incisivos y primeros molares

11
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permanentes. (Armitage GC. Periodontal diagnoses and classification of periodontal diseases.
Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)

Hay claras evidencias acerca de un fuerte vinculo entre la LAP y una
microflora  bacteriana peculiar en la que predomina Actinobacillus
actinomycetemcomitans. (Fig. 4)

Fig. 4. A. Tejido gingival de un paciente con periodontitis agresiva localizada, mostrando coloracién
positiva granular (gris oscuro) en el tejido conectivo para Actinobacillus actinomycetemcomitans
(flecha) (magnificaciéon X 1200). B. Micrografia electrénica de la misma seccion de parafina
mostrando el area indicada por la flecha en A, (Magnificaciéon X 40,000). C. Magnificacion mayor

del rectangulo en B mostrando la célula cocobacilar corta con aproximadamente el tamafio y forma
del Actinobacillus actinomycetemcomitans. (Newman MG, Takei HH, Carranza FA. Periodontologia
Clinica. 9%, ed. U.S.A. Ed. McGraw Hill Interamericana, 2002. p.135.)

Todas las cepas conocidas de Actinobacillus actinomycetemcomitans son
resistentes a los mecanismos de destruccion mediados por suero. Alrededor del
75% de los pacientes con LAP tienen neutréfilos disfuncionales, lo que representa
una menor expresion de receptores ligados a la proteina G. El defecto se
evidencia como una disminucion en la respuesta quimiotactica a varios agentes
quimiotacticos. Ademas estos pacientes frecuentemente exhiben, en suero,

niveles incrementados de anticuerpos de inmunoglobulina G (IgG), a antigenos de

12
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Actinobacillus actinomycetemcomitans, incluyendo leucotoxina, lipopolisacaridos
especificos del serotipo y proteinas de membrana externa (Omps) & 9. El isotipo
predominante es el IgG, . Algunos individuos poseen una variante del receptor del
Fc en los neutrdfilos (el alelo R131 de FcyRII-a) cuya unién con IgG; no es eficaz,
y ésta es una razon posible para la susceptibilidad a la enfermedad. La progresion
de la LAP esta limitada por el desarrollo de una vigorosa respuesta de los
anticuerpos ©.

En la LAP, la colagenasa predominante es la matriz metaloproteinasa 1
(MMP-1), y es alta la concentracion del inhibidor de metaloproteinasas 1 (TIMP-1).

Epidemiologia
Un factor de riesgo es cualquier caracteristica o circunstancia detectable en una
persona o grupo de personas que se sabe asociada con un incremento de
padecer una enfermedad. Dentro de los factores de riesgo en la enfermedad
periodontal se encuentran:
4+ Factores locales: que son depésitos sobre los dientes, masticacion unilateral,
irritantes mecanicos, factores retenedores, factores iatrogénicos, impacto de
alimentos, falta de estimulo gingival, habitos oclusales anormales, mala

higiene, anatomia anormal, irritantes quimicos (Fig. 5).

Fig. 5. En la imagen de la izquierda se observa calculo dental por lingual en dientes inferiores
anteriores en un hombre de 49 afios con periodontitis crénica. En la imagen de la derecha se
muestra adherencia de un frenillo entre 2 incisivos centrales mandibulares cerca de los mérgenes
gingivales de ambos dientes. (Armitage GC, The complete periodontal examination. Periodontology
2000, 2004; 34: 26, 28)

13



g

g

g

4+ Factores sistémicos: como la insuficiencia vitaminica, alérgicas, farmacos,

radiacion, discrasias sanguineas, trastornos hormonales, factores

psicogénicos (Fig. 6 ).

Fig. 6. Agrandamiento gingival en un paciente que toma
fenitoina para controlar ataque cerebral. Los margenes
gingivales en la mayoria de los dientes son coronales a la
unién cemento esmalte. . (Armitage GC. Periodontal
diagnoses and classification of periodontal diseases.
Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)

+ Factores condicionantes: microorganismos
+ Factores predisponentes: raza, género, factores genéticos, inmunodeficiencias
genéticas, distincion fagocitica, sindromes, estados emocionales (Fig. 7).

Fig. 7. Periodontitis como una manifestacion de enfermedad
sistémica. Periodontitis inducida por placa agravada por
susceptibilidad incrementada a la infeccién en un hombre de
24 afios con Sindrome de Down. (Armitage GC. Periodontal
diagnoses and classification of periodontal diseases.
Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)

+ Factores determinantes: higiene bucal, medicamentos, tabaco, estrés (Fig. 8).

Fig. 8. Mdltiples frenillos adheridos en distintas
posiciones sobre la encia, lo que ocasiona una higiene oral dificil e
incdbmoda. Notar los grandes depdsitos de célculo, una indicacion
de que el paciente no limpia efectivamente las areas. (Armitage
GC. The complete periodontal examination. Periodontology 2000.
2004; 34: 22- 33)

14
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Patogénesis

Se cree que la infiltracion de células inflamatorias (ver Anexos, Tabla IlI) es una
respuesta a la placa bacteriana y los mecanismos de defensa del huésped en un
individuo sano son eficaces para manejar la agresion bacteriana. Entre los
mecanismos fisicos de defensa del huésped se encuentran la integridad de la
capa celular epitelial, asi como la descamacion de células epiteliales y el flujo del
liquido del surco.

Como resultado de la maduracibn y cambios en la biopelicula,
principalmente hay un incremento en anaerobios facultativos, microorganismos
Gram-negativos; los cambios vasculares tempranos ocurren en el periodonto, con
exudaciéon y migracion de células fagociticas, incluyendo neutréfilos vy
monocitos/macréfagos, dentro del epitelio de unién y surco gingival, resultando en
inflamacion gingival inicial. Estos cambios estan acompafnados por incrementos en
el tamafo del tejido conectivo infiltrado por leucocitos, pérdida de las fibras de
coldgenos perivasculares, y proliferacién de epitelio de unién. Durante la etapa
temprana, en el infiltrado inflamatorio predominan células T, mientras que en las
lesiones establecidas, las células B se convierten el las células inflamatorias mas
comunes. Las células resultantes y fluidos exudados causan mas trastornos del
tejido conectivo y epitelio adyacentes, seguido por proliferacion, migracion apical,
y extension lateral del epitelio de union. Todas estas alteraciones contribuyen a la
formacion de la bolsa periodontal. Las células epiteliales activadas sintetizan y
liberan enzimas y citocinas (ver Anexos, Tabla Ill); las primeras destruyen la
membrana basal y los componentes del tejido conectivo, y las segundas atraen y
activan células inflamatorias .

Las especies patogénicas presentes en la placa subgingival liberan una
factores de virulencia que pueden evadir mecanismos de defensa anti-bacterial del

hospedero y después causar dafio a los tejidos via interacciones inmune/

15
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inflamatorias, las cuales tipicamente consisten en neutréfilos, monocitos/
macrofagos, células dendritricas, células T, y predominantemente IgG estimulando
a las células plasmaticas. Aunque en estudios recientes *® no se encontraron
diferencias entre los titulos de anticuerpos o radios de infeccién en periodontitis
agresiva y cronica, o en subdivisiones.

Cuando la enfermedad prosigue a estadios mas avanzados, la destruccion
del tejido involucra resorcion significativa del hueso alveolar y la continua pérdida
de colageno, proteina que es necesaria para la adhesion tisular. Las
manifestaciones extendidas de respuestas patologicas e inflamatorias estan
asociadas con periodos de reposo y activa exacerbacién hasta que se vuelven
evidentes.

La pérdida de hueso es el punto final de los mecanismos celulares
disparados para formar y activar osteoclastos, las células responsables de la
reabsorcidon O6sea. Se sugiere que la activacion de osteoclastos maduros en
procesos de inflamacién, asi como periodontitis y artritis reumatoide ocurre por
medio de la expresion elevada de citocinas pro- inflamatorias estimuladoras de
osteoclastos que incluyen a la interleucina- 1p (IL-1B), IL-6 y factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), asi como prostanoides, incluyendo la prostaglandina E;
(PGE,). Las células residentes del tejido conectivo gingival, es decir los
fibroblastos gingivales (FG), junto con el infiltrado leucocitario, son considerados la
mayor fuente de produccién de estas citocinas en la enfermedad periodontal.
Varios componentes del Actinobacillus actinomycetemcomitans estimulan la
expresion de citocinas y prostanoides en fibroblastos gingivales ®" 1819,

IL-1, IL-6, TNF-a. y PGE, son conocidas por regular la expresion del ligando
de unién al Receptor Activador del Factor Nuclear kappa-B (RANKL) y de la
osteoprotegerina (OPG) en células estromales y osteoblastos. RANKL, un
miembro de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral, es
expresado como un ligando asociado a la superficie en osteoblastos y linfocitos T.

16
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Se une al Receptor Activador del NF-kB (RANK) en células progenitoras de
osteoclastos, lo que lleva a su diferenciacion en osteoclastos maduros. Esta
interaccion celular puede ser inhibida por la osteoprotegerina (OPG), un receptor
sefiuelo con homologia a RANK, el cual es liberado por células estromales y
osteoblastos. Ha sido demostrada una induccion, directa o mediada por citocinas,
de RANKL asi como por el lipopolisacéarido (LPS) y la toxina de distension citoletal

(Cdt) del Actinobacillus actinomycetemcomitans en varias células del hospedero
(19)

Microbiologia
La microbiota periodontal es un sistema ecoldgico muy complejo con muchas
interacciones estructurales y fisioldgicas entre bacterias residentes, asi como entre
bacterias y huésped.

El reconocimiento de patdégenos bacterianos en los trastornos periodontales
fue dificil de distinguir por varios factores, entre los que se encuentra el que la
microbiota periodontal es una compleja comunidad de microorganismos, muchos
de los cuales todavia resulta dificil o imposible aislar en el laboratorio. Se sabe
gue muchas especies funcionan como patdégenos y que algunas de ellas pueden
actuar en un sitio y también, aunque en menor proporcién, en areas sanas.

De igual forma la cantidad total de bacterias, establecida mediante el
recuento microscopico por gramo de placa, es dos veces mayor en sitios con
enfermedad periodontal con respecto a los sitios sanos.

Las bacterias relacionadas con la salud periodontal son en su mayoria
Gram-positivas facultativas e integrantes de los géneros Streptococcus y
Actinomyces; también se encuentran proporciones pequefias de especies Gram-
negativas. Es posible identificar algunas espiroquetas y bacilos médviles. Se ha
planteado que ciertas especies bacterianas protegen o benefician al huésped,
como Streptococcus sanguis, Veillonella parvula y Capnocytophaga ochracea. Hay

17
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menor cantidad de cocos y mayor numero de bacilos mdviles y espiroquetas en
los puntos dafiados que en los intactos.

La microbiota inicial de la qingivitis experimental consiste en bacilos

grampositivos y cocos Gram-positivos y Gram-negativos. La transicion a gingivitis
se acompafa de la aparicion de bacilos Gram-negativos y filamentos; mas tarde
por espiroquetas y microorganismos moviles.

En la gingivitis inducida por placa dental hay proporciones casi iguales de

especies Gram-positivas (56%, incluyen: Streptococcus sanguis, Streptococcus
mitis, Streptococcus intermedius, Streptococcus oralis, Actinomyces Viscosus,
Actinomyces naeslundii y Peptostreptococcus micros) y Gram-negativas (44%,
gue incluyen: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Veillonella parvula
y especies de Haemophilus, Capnocytophaga y especies de Campylobacter).

La gingivitis del embarazo se acompafia de ascensos de las hormonas

esteroides en el liquido crevicular e incrementos de Prevotella intermedia, que
emplean los esteroides como factores de crecimiento.

Cultivos de microorganismos en sitios con periodontitis crénica revelan altos

porcentajes de especies bacterianas anaerobias Gram-negativas. Examenes
microscopicos revelan proporciones altas de espiroquetas. Los gérmenes
cultivados mas a menudo incluyen Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Peptostreptococcus micros y especies de Treponema y Eubacterium (Fig. 9).

Fig. 9. Periodontitis crénica asociada con higiene oral pobre en un

hombre japonés de 45 afios médicamente sano. (Armitage GC.
e 4 Periodontal diagnoses and classification of periodontal diseases.
| Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)
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En la microbiota de la periodontitis agresiva localizada (PAL) predominan

los bacilos Gram-negativos, capndfilos y anaerobios. Casi todos los sitios de PAL
albergan Actinobacillus actinomycetemcomitans y conforman hasta 90% de la
microbiota total. Otros microorganismos son Porphyromonas gingivalis, Eikenella
corrodens, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Eubacterium brachy
y especies de Capnocytophaga y espiroquetas. También se relacionan los virus
del herpes, incluidos EBV-1y HCMV.

En lesiones de gingivitis ulcerativa necrosante hay gran cantidad de

Prevotella intermedia y espiroquetas (Fig. 10).

Fig. 10. La fotografia de la izquierda pertenece a un hombre chino, fumador con gingivitis
ulcerativa necrosante (GUN) en sus afios 20’s soportando un periodo de estrés relacionado al
trabajo. La fotografia de la derecha pertenece a un hombre de 25 afios de edad con GUN. Notar la
craterizacion en la encia interproximal en la mayoria de las areas. Las lesiones gingivales son
dolorosas. (Armitage GC. Periodontal diagnoses and classification of periodontal diseases.
Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)

Las investigaciones revelan que en los abscesos periodontales se hallan

bacterias reconocidas como patégenos periodontales en cantidades considerables
como son Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Porphyromonas

gingivalis, Peptostreptococcus. micros y Bacteroides forysthus ® (Fig. 11).

el Fig. 11. Absceso periodontal que se desarrolla rapidamente en un
: periodo de 2 dias entre el segundo y tercer molares maxilares en un
hombre afro- americano de 43 afios con periodontitis crénica sin
tratamiento. Ambos molares estan libres de enfermedad pulpar.

(Armitage GC. Periodontal diagnoses and classification of periodontal

diseases. Periodontology 2000. 2004; 34: 9- 21.)
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Actinobacillus actinomycetemcomitans

Caracteristicas generales
Fue descrito por primera vez en 1912 y fue reconocido como un miembro de la
microbiota oral humana normal en los cincuentas. Igualmente puede ser
encontrado en la cavidad oral de primates y otros mamiferos. Su habitat principal
mas probable es la placa dental en el surco gingival;, también ha sido aislado de
saliva, mucosa del carrillo, encia, lengua (superficies dorsal y lateral), paladar duro
y tonsilas ©) pero no es encontrado en individuos edéntulos. Esta bacteria
también puede ser aislada de la cavidad oral de sujetos periodontalmente sanos y
ADN de esta bacteria ha sido detectado en muestras de placas ateromatosas en
vasos sanguineos.

Ha sido implicado en la patogénesis de varias enfermedades infecciosas,
como en la endocarditis, meningitis, bacteriemia, pericarditis, septicemia,
neumonia, artritis infecciosa, osteomielitis, sinovitis, infecciones de la piel,

infecciones del tracto urinario, abscesos y periodontitis (2.8),
- .-
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Fig. 12. Una caracteristica significante del Actinobacillus actinomycetemcomitans es Ia
ultraestructura de su superficie la cual incluye fimbrias, vesiculas y material amorfo extracelular. La

expresion de estas entidades esta en funcion de la misma cepa y las condiciones de cultivo.

(www.affrc.go.jp)

Actinobacillus actinomycetemcomitans, miembro de la familia Pasteuracllaceae

(ver Anexos, Tablas IV y IVa), es un cocobacilo anaerébico facultativo, Gram-
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negativo, inmovil, no formador de esporas y capnofilico que crece individualmente,
en pares, 0 en grupos pequefios. 36 15.20)

Este bacilo crece mejor en un ambiente aerdbico enriquecido con CO; al 5-
10%, a 37°C, sobre un rango de pH de 7- 8.5 y puede ser estimulado por reactivos
de baja masa molecular incluyendo varias hormonas esteroideas.

Las células son rectas o curveadas con extremos redondeados, de 1.0- 1.5

um por 0.4- 0.5 um @Y (Fig. 12).

Fig. 13. La imagen de la izquierda es un cultivo de Actinobacillus actinomycetemcomitans en agar

Columbia a las 24 horas en CO, (www.szu.cz/cem/chk/ehk237/obr/Actinob.jpg). La imagen de la

derecha es una imagen filtrada a color de colonias bacteriales del Actinobacillus
actinomycetemcomitans en la superficie de un plato agar.
(www.grad.ucl.ac.UK/comp/2003/research/gallery/entries/large/051.jpg )

Actinobacillus actinomycetemcomitans esta genéticamente relacionado
cercanamente a Haemophilus aphrophilus, el cual muestra reactividad cruzada
con algunas de las pruebas bioquimicas usadas para identificar al Actinobacillus
actinomycetemcomitans. ('?

Las bacterias aisladas (frescamente) son invariablemente frimbriadas y
producen en agar pequehas colonias circulares, adherentes, translucidas y
rugosas (aproximadamente de 1 mm de diametro después de 2 a 3 dias) con un
delgado borde irregular (Fig.13). Estas colonias “rugosas/asperas” tienen una

figura interna con una apariencia caracteristica de puros cruzados o semejante a
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una estrella cuando es visto con microscopio de baja potencia (Fig. 14). Aparecen
marcas con orificios debajo de la colonia, y eventualmente se convierte en una
colonia embebida en el medio de agar © 2" 22,

Después de subcultivos repetidos, el contorno en forma de estrella a
menudo desaparece y las colonias se tornan lisas y opacas y no causan la
formacion de orificios del agar. Esta transformacion de fenotipo de rugoso a liso
esta asociado con la pérdida de fimbrias. Las variantes de colonias rugosas

expresando fimbrias se adhieren mejor a la hidroxiapatita y a la hidroxiapatita

cubierta con saliva que las variantes de colonias lisas ©)

Fig. 14. A. Imagen del Actinobacillus actinomycetemcomitans con la figura de estrella en

el centro. (www.dent-all.de/fileadmin/tt news/spitta/medien/Stelzel4.jpg) B. Estas estructuras han

sido  visualizadas por medio del uso de una lamina de  microscopio.

(www.grad.ucl.ac.UK/comp/2003/research/gallery/entries/large/051.jpg) C. Imagen del

Actinobacillus actinomycetemcomitans de color falso desarrollado en agar selectivo.

(www.eastman.ucl.ac.uk/research/MD/aa_microscope8.gif)

Ocasionalmente, la transicidén de rugosa a lisa experimenta o sufre una fase
intermedia en la cual las colonias son translucidas pero su superficie es lisa.
Muchas bacterias patdgenas son capaces de variar de fase y cambiar la
morfologia de la colonia, lo cual depende de la expresion de las proteinas de
superficie ),

Los medios de cultivo de Actinobacillus actinomycetemcomitans exhiben
distintos rasgos que son correlacionados a sus morfotipos de colonia en agar. En

caldos de cultivo, la bacteria del tipo de colonia rugosa forma agregados
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compactos adhiriéndose a las paredes o a la base del vaso de cultivo, y el caldo
permanece claro. Las variantes de colonias lisas crecen como células plancténicas
homogéneas no agregadas y parecen como una suspension turbia en el caldo.
Los morfotipos intermedios crecen en caldo como agregados libres y el caldo

parece ligeramente turbio %),

Adherencia
La adhesion bacteriana es requerida para la colonizaciéon y es un mecanismo de
virulencia clave.

Algunas cepas y aislados en medios frescos de Actinobacillus
actinomycetemcomitans tienen la habilidad de adherirse fuertemente entre ellos
mismos o a sustratos asi como vidrio, plastico e hidroxiapatita. Se ha pensado que
esta adhesion es debida a la presencia de grandes paquetes de fibras en la
superficie de la bacteria ¢,

Los genes encargados de la biogénesis de fimbrias de Actinobacillus
actinomycetemcomitans residen en un operon flp de 12- kb que contiene 14
genes, flp1-flp2-tadV-rcpCAB-tadZABCDEFG % (Fig. 15). Los resultados de
estudios realizados indican que mutaciones al azar del operon flp son un
mecanismo para la conversion de colonia rugosa a lisa de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, pero no es el unico mecanismo para ello @2 E| locus flp
aparentemente juega un papel principal en la autoagregacion de Actinobacillus
actinomycetemcomitans lo cual puede ser la estrategia de supervivencia primaria
de esta bacteria in vivo. Fue propuesto que este grupo de 14 genes codifica un
sistema de secrecion para la exportacion y reuniéon de fimbrias, lo cual regula la
adherencia y agregacion, y confiere el fenotipo de colonia rugosa al Actinobacillus
actinomycetemcomitans.

Analisis ®® revelan que el locus flp-tad muestra tres caracteristicas

sobresalientes: (i) bajo contenido G+C, (ii) falta de sitios USS (uptake signal
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sequense) para la elaboracion de DNA por otras especies de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, (iii) grande secuencia de variaciones de muchos genes
en este locus entre diferentes especies de Actinobacillus actinomycetemcomitans.
La falta de sitios USS en el operdn flp sugieren que este operdn no esta realmente
distribuido entre especies de Actinobacillus actinomycetemcomitans.

El gen flp-1 codifica la subunidad fimbrial principal Flp1 (en inglés, fimbrial
low-molecular-weight protein). En un experimento realizado por Y. Wang y C.
Chen en el 2005 los resultados sugirieron que flp-2 no era en absoluto un
componente requerido para las fimbrias, pero fue requerido para la formacién de
agregados compactos de células bacterianas. La proteina Flp-2 ha sido sefalada
como una subunidad fimbrial menor.

RcpCAB (proteinas de colonia rugosa) fueron identificados como proteinas
de membrana externa especificas de colonia rugosa que estan probablemente
envueltos en la expresion de fimbrias.

El grupo de genes tad (de tight adherente, en inglés) contiene siete genes
originales y se encontré que son requeridos para la adherencia y la produccion de
fimbrias por mutagénesis por transposén %),

Ademas de fimbrias, Actinobacillus actinomycetemcomitans secreta una
gran cantidad de materiales amorfos (también llamados exopolimeros que estan
compuestos en su mayor parte de polisacaridos) y vesiculas, los cuales parecen
contribuir a la agregacién y adherencia. Numerosos reportes sugieren que
polisacaridos y glicoconjugados juegan un papel clave en la autoagregacion y
adherencia de Actinobacillus actinomycetemcomitans

Actinobacillus actinomycetemcomitans puede unirse a componentes de la
matriz extracelular como son el colageno y la fibronectina ©),

Otro gen, impA, codifica para una proteina de membrana interna, cuya
inactivacidén resulta en cambios en la composicidon de proteinas de membrana

externa conduciendo a la autoagregacion bacterial. Existe un numero de proteinas
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de membrana externa predominantes en Actinobacillus actinomycetemcomitans y

probablemente juegan un papel en la adhesién ©.
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Diversidad serologica
Actualmente son reconocidos seis serotipos distintos (a-f) y es sugerido que todos
tienen potencial patogénico. Su clasificacion es basada en polisacaridos de
superficie, de alta masa molecular, localizados en el lado O de las cadenas del

lipopolisacarido © 2" 22 (Fig. 16)

palisacaridico

Lipido &

| _Fosfolipido

hembrana
enlarma

Lpoproteina  Fig.  16. Esquema de la
de Braun

tureina membrana externa de las

bacterias Gram- negativas y la

/ localizacion del polisacarido- O.

H 2
Fosfolipida

citgglasmatica

Mambrana

(http://www.biologia.edu.ar/baterias/micro4.htm)

Las estructuras quimicas de estos polisacaridos han sido caracterizadas y
ha sido demostrado que consisten de repeticion de unidades de disacaridos de O-
acetil-6-desoxi-D-talosa y 6-desoxi-D-talosa (serotipo a); O-acetil-6-desoxi-L-talosa
y 6-desoxi-L-talosa (serotipo c); 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y L-ramnosa
(serotipo e), repeticion de unidades de trisacaridos de L-ramnosa, D-fucosa y N-
acetil-D-galactosamino (serotipo b); 2-acetamino-2-desoxi-D- galactosa y L-
ramnosa (serotipo f) o repeticion de unidades de tretrasacaridos de D-glucosa, D-

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

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

Analisis en animales ?* han demostrado que el serotipo b induce la
citocina pro-inflamatoria la interleucina- 6 (IL-6) en células del bazo de muridos. Ha
sido reportado ** que sobrenadantes de cultivos de serotipos b y a, pero no c,
indujeron apoptosis en células HL-60. Esto es consistente con la virulencia de los

serotipos (b>a>c) en modelos animales.

Invasion ala célula del hospedero
La invasidon bacterial es un proceso complejo y activo que depende tanto de la
bacteria como de la célula del hospedero. La mayoria de las bacterias emplean
microfilamentos de actina y movimientos intracelulares para conducirse pero hay

evidencia incrementada que los microtubulos también son importantes.
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El 25% de Actinobacillus actinomycetemcomitans aislados son invasivos.
La identificacion del receptor de superficie de la célula del hospedero que se une a
Actinobacillus actinomycetemcomitans e inicia la invasion no esta establecida
firmemente ©. El receptor de transferrina en las células epiteliales es un posible
receptor especifico de invasién para Actinobacillus actinomycetemcomitans. Las
integrinas (Fig. 17) de células epiteliales pueden ser otra ruta de entrada, aunque

menor, para Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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Fig. 17. A la izquierda un esquema que representa la estructura general de las integrinas y su
integracién con los elementos que hacen parte del

citoesqueleto.(www.iladiba.com/revista/1997/06/arfon.asp ). A la derecha un esquema del receptor

de transferrina.

Las variantes de colonias lisas de Actinobacillus actinomycetemcomitans
no se adhieren a células epiteliales tan avidamente como las formas rugosas.
Paradodjicamente, ha sido demostrado que estas especies que muestran una
morfologia de colonia lisa son mas invasivas. La interpretacion mas simple es que
las fimbrias y pequefios filamentos pueden ser las adhesinas mayores para las

células epiteliales pero no estan relacionadas con el proceso de invasion.
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Algunas especies de Actinobacillus actinomycetemcomitans tienen
moléculas de adhesion en su superficie que contienen fosfatidilcolina, una
molécula que ha sido probada para mediar la invasividad del Streptococcus
pneumoniae a través de receptores del factor de activacion plaquetaria (PAF) de la
célula endotelial. Actinobacillus actinomycetemcomitans puede invadir células
endoteliales usando el receptor de PAF y este es dependiente de la presencia de
fosfatidilcolina en la superficie de la célula bacterial.

Después de unirse a los receptores de la célula del hospedero,
Actinobacillus actinomycetemcomitans dispara sefiales aun indefinidas a ésta y
que producen el reclutamiento de actina de la periferia celular de la célula del
hospedero a un punto focal debajo de la bacteria, conduciendo a la destruccion de
microvellosidades y la formacion de crateres en la superficie de las células del
hospedero. Actinobacillus actinomycetemcomitans consigue entrar a la célula del
hospedero por medio de estas aperturas tortuosas y es encerrado en una vacuola
limitada por wuna membrana. Una vez internalizado, Actinobacillus
actinomycetemcomitans escapa del endosoma y entra al citoplasma. El escape del
endosoma puede ser consecuencia de la acciéon de factores hemoliticos o
causado por la activacion de la fosfolipasa C producida por Actinobacillus
actinomycetemcomitans.

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

protusiones celulares en la célula infectada. Estas protusiones albergan al
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Actinobaciluus actinomycetemcomitans y pueden interconectarse con células
adyacentes y de este modo permitir la propagacion celular. El destino final de las
células  epiteliales que han sido invadidas por  Actinobacillus
actinomycetemcomitans es la muerte celular por apoptosis.

La apoptosis de las células epiteliales invadidas puede estar involucrada en

la progresién de la enfermedad periodontal ©.
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Factores de virulencia

El tejido patoldgico de esta bacteria es responsable por inducir inflamacion
de las encias y destruccion del ligamento periodontal y hueso alveolar, los cuales
unen los dientes a los maxilares. Los factores de virulencia de Actinobacillus
actinomycetemcomitans puede ser subdividido en los que:

- modulan la inflamacion

- inducen destruccion del tejido

- inhiben la reparacién del tejido.

Como es de esperarse muchos de los factores de virulencia individuales
comparten acciones que coinciden.

Muchos factores de virulencia de Actinobacillus actinomycetemcomitans
aun permanecen sin ser identificados completamente como es el caso de los
siguientes:

e Un péptido de 2 kDa, el cual indujo la sintesis de IL- 6 por fibroblastos
gingivales humanos sin inducir también IL-13 y TNF.

e Una glicoproteina inmunogénica secretada para estimular macrofagos para
producir IL-1B, IL-6 y TNF- a.

e Proteinas mitogénicas, incluyendo un mitégeno de celula B de 13 kDa.

e Un polisacarido capsular especifico de serotipo de Actinobacillus
actinomycetemcomitans ha sido reportado por estimular la formacién de
osteoclastos e inducir la apoptosis de una linea celular semejante a los

osteoblastos @7,

A continuacion se hace una revision bibliografica de los factores de virulencia
mas estudiados que produce Actinobacillus actinomycetemcomitans: leucotoxina,
toxina de distension citoletal, lipopolisacarido, proteinas de choque térmico y

proteinas de membrana externa.
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Leucotoxina

Actinobacillus actinomycetemcomitans parece emplear multiples productos
genéticos para inactivar o evadir defensas inmunes. El producto genético mas
activamente estudiado en este organismo es una leucotoxina que es una proteina
de 116 kDa. La leucotoxina de Actinobacillus actinomycetemcomitans (LtxA) es
miembro de una familia de toxinas formadoras de poros, caracterizada por una
serie de repeticiones ricas en glicina en la porcién carboxilo terminal de la
proteina, que participan en la union de los cationes y parecen ser esenciales para
la actividad de la toxina. A esta familia se le conoce como toxinas RTX (por repeat
in toxin), y son producidas por varias especies Gram-negativas patdgenas. Sus
células blanco son los neutréfilos, monocitos, linfocitos y células HL-60 de
humanos y de algunos primates ©®  También se reportd que la leucotoxina de
Actinobacillus actinomycetemcomitans puede disparar la produccion y secrecion
abundante de IL-1p por macréfagos humanos, lo cual es mediado por la activacion
de caspasa-1. IL-1B, una citocina proinflamatoria, parece ser el factor mas
importante para la resorcién 6sea liberada por macrofagos estimulados por la
leucotoxina %),

La susceptibilidad de la célula blanco es el resultado de la expresion de la
molécula de integrina B2 en la superficie celular y del antigeno 1 asociado a la
funcién linfocitaria (LFA-1), lo que hace pensar en un proceso mediado por
receptores. La unién de la leucotoxina al LFA-1, la cual es expresada en todas las
células inmunes, sugiere que facilita la insercion dentro de la membrana celular y
formacion de poros ©©),

Recientemente ha sido reportado que la histatina 5 sintética, un miembro de
las histatinas catidnicas salivales, ricas en péptidos con actividad antimicrobiana,
inhibe la habilidad de la leucotoxina de Actinobacillus actinomycetemcomitans de

matar a neutréfilos humanos ©.
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La necrosis y la apoptosis son los dos mecanismos de muerte celular mediados
por LtxA. Cuando las células blanco son expuestas a LtxA mueren en un periodo
relativamente corto (de 7 a 45 minutos). Se cree que esta muerte celular resulta de
la capacidad de la LtxA para formar poros en la membrana de las células blanco,
lo cual conduce a la lisis osmdética causada por la entrada de agua a la célula. La
exposicion prolongada de linfocitos y células NK a la LtxA tiene como resultado la
induccién de apoptosis (secuencia programada de alteracion celular que avanza
hacia la muerte celular)

Hay pruebas © 2 de que bajas concentraciones de LtxA producen
apoptosis, mientras que altas concentraciones producen necrosis. Se piensa que
en bajas concentraciones (<30 ng/ml) la toxina se une a proteinas especificas de
la superficie celular en células susceptibles y forma poros de diametro pequefio
permitiendo el flujo incontrolado de Na®, degranulacién de neutréfilos, rapida
produccion y secreciéon de citocinas proinflamatorias como IL-1B, factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), la liberacion de matriz
metaloproteinasas-8 (MMP 8) y la activacion de apoptosis © & 29 (Fig. 18).
También se supone que las moléculas de LtxA en concentracién alta se fusionan
para formar poros grandes en la membrana celular blanco permitiendo el rapido

®. 24 |0 cual da

flujo de calcio (Ca**) y pérdida de trifosfato de adenosina (ATP)
como resultado una destruccion necrotica mas rapida. Las concentraciones
locales de la toxina en tejidos periodontales no es conocida y los términos bajo y

alto son solo relativos ©.
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Fig. 18. A |la
izquierda imagen de
necrosis. A la derecha

= imagen de apoptosis

http://delaferriere0.tripod.com/Apoptosis.htm

Hay una diferencia clave entre cepas no adherentes (lisas) y adherentes
(rugosas); las primeras liberan LtxA, mientras que las ultimas retienen la toxina en
su superficie. EI mecanismo de liberacion de la LtxA es por medio de vesiculas
que esta bacteria libera desde su membrana externa © 2",

La LtxA es una antigeno citotoxico potente capaz de matar células inmunes,
lo que da como resultado una mala respuesta inmune por parte del hospedero y la
liberacion de una variedad de enzimas y moléculas reactivas de células fagociticas

que puede resultar en dafio tisular y promover la inflamacion @,

El gen que codifica a la LtxA es el ItxA que forma parte de un operén de cuatro
genes con la siguiente secuencia en orden de transcripcion caracteristica de la
familia de toxinas RTX: ItxC, ItxA, ItxB y ItxD. Todos estos genes se relacionan con
la funcion de la leucotoxina. El gen A codifica la leucotoxina, que es producida en
un estado de “protoxina” inactiva. El producto del gen C, ItxC, es necesario para
activar la protoxina. Las toxinas RTX son transportadas desde el citoplasma a la
superficie celular por proteinas transportadoras codificadas por rtxB y rxtD, por lo
tanto, los genes B y D participan en la secrecion de leucotoxina por parte de la
célula bacteriana. Ciertas cepas en sus fases de desarrollo temprano segregan

una cantidad abundante de leucotoxina en el medio ©2".
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Fig. 19. llustracion esquematica del operdn de leucotoxina en cepas altamente y minimamente
toxicas de Actinobacillus actinomycetemcomitans. (Newman MG, Takei HH, Carranza FA.
Periodontologia Clinica. 9°. ed. U.S.A. Ed. McGraw Hill Interamericana, 2002. Pp. 156).

Algunas cepas de Actinobacillus actinomycetemcomitans son muy toxicas y
producen concentraciones altas de leucotoxina, en tanto que otras cepas son
débiles o muy poco téxicas y producen concentraciones bajas de leucotoxina. Esto
debido a una variacion en la secuencia de DNA de la region promotora de
leucotoxina. Los promotores bacterianos consisten en segmentos especificos de
DNA que proporcionan un sitio de reconocimiento y union para la enzima
polimerasa de acido ribonucleico (RNApol), a la que se debe la sintesis de RNA.
Los diferentes promotores varian en su nivel de transcripcion, lo que produce
diferencias en el nivel de RNA mensajero (mRNA) y las diferencias en la cantidad
de producto proteico generado. La regulacion de la expresion genética basada en
la cantidad de mRNA producida se denomina control transcripcional. El estudio de
la secuencia de DNA hacia arriba del gen ItxC revel6 que las cepas muy téxicas
tienen una eliminacion de 530 pares de bases (pb) de DNA en comparacién con
las cepas muy poco toxicas. Analisis revelan la presencia de dos promotores (P1y
P2) que funcionan en las cepas toxicas, pero en las cepas poco toxicas un solo
promotor (P3) es el que inicia la transcripcion. Este ultimo promotor reside dentro
de la region de 530 pb que falta en las cepas muy tdxicas (Fig. 19).

El nivel presente de oxigeno durante el desarrollo bacteriano regula al
promotor P3, con aumento de la expresion del RNA mensajero que codifica para la

leucotoxina y un aumento de 3 a 4 veces en la toxicidad cuando la bacteria se
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desarrolla en condiciones anaerobias. Las concentraciones de oxigeno no tienen
efecto sobre los promotores P1 o P2. La cantidad de mRNA y de leucotoxina
producida y la toxicidad resultante son sustancialmente mayores en las cepas muy
téxicas que usan a los promotores P1 y P2, sin importar las condiciones del
ambiente, en comparacion con las cepas muy poco téxicas que usan al promotor
P3. Durante la fase de crecimiento activa son producidos altos niveles de la toxina,
pero los niveles descienden en la fase estacionaria 0 en condiciones aerdbicas.
Altas concentraciones de fructuosa causan inhibicién de produccién la leucotoxina

en cepas con una produccion variable de la misma ©)

Fig. 20. Evasion del Actinobacillus
actinomycetemcomitans altamente
leucotéxico de la fagocitosis por neutréfilos.
Micrografias  electronicas de neutrdfilos
atacados con una cepa de Actinobacillus
actinomycetemcomitans altamente
leucotoxica por (A) 0 minutos, (B) 7 minutos
y (C) 45 minutos. En contraste, el ataque con
una cepa minimamente leucotdxica por 60
minutos (D) no produce alteraciones
citopaticas de los neutrdfilos. Nucleo (n),

p fagolisosoma (pl), granulos de neutréfilos
(flechas blancas). (Newman MG, Takei HH,
Carranza FA. Periodontologia Clinica. 9°. ed.
U.S.A. Ed. McGraw Hill Interamericana, 2002.
P.p. 155)

La leucotoxina permite al microorganismo neutralizar los mecanismos de

defensa del huésped. La cepa muy téxica induce rapidamente cambios
degenerativos vy, luego, la lisis de los neutrdfilos. La cepa muy poco toxica no
induce la lisis del neutrodfilo, sino que las células bacterianas son fagocitadas y los

fagolisosomas que contienen las células bacterianas son microscépicamente
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evidentes (Fig. 20). La presencia de cepas muy leucotdxicas varia ampliamente

en regiones geograficas diferentes, asi como en grupos raciales distintos. Se ha

reportado ®® que cepas altamente leucotoxicas comprenden aproximadamente la

mitad de las cepas aisladas de africanos y africo- americanos pero solo del 0 al
2% de las cepas aisladas de europeos y asiaticos.
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Toxina de Distension Citoletal

El mecanismo de accion por el cual Actinobacillus actinomycetemcomitans actua
para causar la enfermedad periodontal no es aun claro, este microorganismo es
capaz de producir gran variedad de factores de virulencia capaces de facilitar la
colonizacién, invasion y destruccion de los tejidos periodontales 729,

Ha sido reportado que Actinobacillus actinomycetemcomitans produce un
numero, hasta ahora indefinido, de proteinas con actividad inhibitoria del ciclo
celular causando arresto en la fase G2 (Fig. 21). Una proteina moduladora del
ciclo celular con funcién inmunosupresiva que ha sido identificada recientemente y
que es producida por Actinobacillus actinomycetemcomitans es la toxina de

distension citoletal (Cdt por cytolethal distending toxin).

Gz ] .
; . » ry | |
. J %2% i Fig. 21. Las cuatro fases sucesivas de
(=] -
z una célula eucariota tipica.
La célula erira an http://www.iladiba.com/revista/1997/04/avonc.asp
Paniodc o B EnkEa
Y repenct Go
o)

Las Cdts son una familia de proteinas citotoxinas labiles al calor que
consisten de tres subunidades, CdtA, CdtB y CdtC que se unen por medio de su

(2021 " Aun son poco conocidos los roles precisos de CdtA y

porcion amino terminal
CdtC en la funcion de CDT. Evidencias recientes " indican que las tres
subunidades de la Cdt estan presentes en la holotoxina, probablemente en una

estequiometria de 1:1:1. Esta toxina es el producto de un operon de tres genes
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(cdtA, cdtB, cdtC) el cual también se encuentra en otras bacterias Gram- negativas
como Escherichia coli, especies Shigella., especies Campylobacter, especies
Helicobacter y Haemophilus ducreyi ?"2"2813) Analisis filogenéticos revelan que
los genes cdt de Actinobacillus actinomycetemcomitans y Haemophilus ducreyi
presentan una secuencia de amino-acidos homologa del 95%, y son los miembros
relacionados mas cercanamente en la familia de las Cdt © ' 2V Actinobacillus
actinomycetemcomitans es la unica bacteria oral conocida que produce esta toxina
y cerca del 85% de sus especies poseen los genes cdt (1329,

Todas las demas bacterias que tienen la toxina de distension citoletal
requieren de las tres proteinas Cdt para causar la inhibicién del ciclo celular. Las
Cdt fueron caracterizadas primero por su habilidad para causar progresiva
distensién celular y finalmente muerte en algunas lineas celulares ("> 2. Evidencia
reciente demuestra que la distension de las células intoxicadas por Cdt esta
asociada con el desarrollo de fibras de actina en el citoesqueleto, lo cual resulta de
la activacion del dafio al DNA en los puntos de control (2.

La combinacion de las tres proteinas estimula a los monocitos humanos
para producir ciertas citocinas. Pero ha sido reportado que la CdtB purificada o
recombinante de Actinobacillus actinomycetemcomitans es suficiente para
bloquear la progresion del ciclo celular de linfocitos humanos y células Jurkat,
puesto que esta es administrada en pequefas cantidades directamente en el
citosol de la célula blanco por microinyeccion; y aunque CdtB es la subunidad
activa de la Cdt en Actinobacillus actinomycetemcomitans, se sugiere que para
producir la maxima toxicidad se requieren las tres proteinas "2,

El mecanismo de accion de esta toxina es debido a la actividad nucleasa de
la CdtB causando danos en el DNA nuclear y por medio de los puntos de control
de la cinasas desencadena arresto en el ciclo celular en fase G2/M, distension
celular y alargamiento nuclear observado en células intoxicadas, asi como

S (13,19, 27, 29

apoptosis en lineas de células B y T cultivada ). La poblacion variada de
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células en el periodonto responde de manera diferente a la Cdt de Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Se ha observado que Actinobacillus
actinomycetemcomitans causa un arresto del crecimiento bifasico en G1y G2/M y
alargamiento en las células del tejido conectivo periodontal (tejido conectivo
gingival y tejido del ligamento periodontal) '?.

Se cree que la CdtA y la CdtC premezcladas facilitan la entrada de la CdtB
a la célula del hospedero y posteriormente al nucleo para degradar el DNA
cromosomal e inducir el arresto del ciclo celular. La coexistencia de las CdtA y
CdtC es requerida para la union de estas subunidades a la célula. Se ha

encontrado ")

que la combinacion de la CdtB y la CdtC de Actinobacillus
actinomycetemcomitans induce el arresto del ciclo celular en células Hep-2. El gen
CdtA expresa dos bandas CdtA inmunoreactivas, una de 25 y otra de 18 kDa; solo
el fragmento de 18 kDa esta asociado con el tripéptido Cdt asilado de Escherichia
coli y de Actinobacillus actinomycetemcomitans .

Se ha sugerido " que la toxina entra a las células principalmente por
endocitosis mediada por receptores, viajando primero en el citosol y después al
nucleo de la célula blanco. Es conocido que muchas toxinas bacterianas usan
glucoesfingolipidos (GSLs) neutrales, presentes en la membrana celular, como

29 muestran resultados donde la Cdt recombinante

receptores. Investigaciones
puede usar el glucoesfingolipido GM3 como un receptor de superficie celular;
ademas, GM3 interactua solo con la CdtA, la cual es considerada la subunidad
mas esencial para la unién de la Cdt a la célula. Esto indica que GM3 puede jugar
un papel importante como receptor de la Cdt. Se sugiere que otros glucolipidos o
materiales organicos pueden funcionar como receptores alternativos de la Cdt.
Células tratadas con un inhibidor de la sintesis de GSLs, el 1-fenil-2-
palmitoilamino-3-morfolina-1-propanol (PPMP), mostraron tolerancia a la toxicidad

de Cdt y el arresto en G2/M es parcialmente suprimido. Existe la posibilidad de

40



ax

: o 1

evitar a la Cdt desde la unién a la celular y reducir la toxicidad de Cdt impidiendo
la sintesis de GSL @)

Otro efecto de la Cdt de Actinobacillus actinomycetemcomitans es la
estimulaciéon de la sintesis de IL-1B, IL-6 e IL-8 por células mononucleares
sanguineas, aunque el tratamiento con calor (65° C por 30 minutos) de las
preparacion de la toxina neutraliza su capacidad para estimular la produccion de

IL-6. También se ha demostrado '* %%

que Actinobacillus actinomycetemcomitans
induce la expresion de RANKL e IL-6 en células del tejido conectivo periodontal,
dos citocinas cruciales para la induccion de la formacion de osteoclastos y
resorcion 6sea. La Cdt es responsable por la induccion de la expresion de RANKL,
y es posible que también tenga un papel en la produccién de IL-6, aunque otros
componentes de Actinobacillus actinomycetemcomitans parecen ser mas cruciales
en este efecto. La Cdt de Actinobacillus actinomycetemcomitans tienen una
propiedad Unica para inducir la expresion de RANKL en una manera
independiente de otros mediadores de la inflamacion, y puede estar envuelta en la

resorcion 6sea patoldgica que ocurre en la periodontitis agresiva localizada ).
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Lipopolisacarido

Se trata de una macromolécula exclusiva de la lamina externa de la membrana
externa de bacterias Gram-negativas (Fig. 22), responsable de muchas de las
propiedades bioldgicas de estas bacterias. Se le conoce también con el nombre de
endotoxina (toxina termoestable, no difusible). Se trata de un glucolipido complejo,

que podemos considerar compuesto de tres regiones o dominios:

e Lipido A, que es la porcidn mas proximal, y de caracter hidrofébico;

¢ Region intermedia, llamada oligosacéarido medular;

e Region distal (cadena lateral especifica, polisacaridica) a base de
repeticiones de unos pocos azucares. Es de caracter hidrofilico y

constituye el antigeno somatico O de las bacterias Gram-negativas.

Gram negativa Gram positiva

Membrana a

»Mesosoma

Citoplasma

. Cuerpo de
incluzion

Mucleoide «
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i Flagelos
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Fig. 22. Esquema comparativo

entre membrana externa de
bacterias Gram- negativas vy

—~ bacterias Gram- positivas.
[l

-

'

G A

e

(http://wwwi/biologia.edu.ar/baterias/micro4.htm)
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EL LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans es un componente
patogénico reconocido e importante en la iniciacion y progreso de la enfermedad
periodontal, puesto que estimula células del hospedero para producir citocinas
inflamatorias e induce resorcion 6sea ?°. Se ha reportado que el lipopolisacarido
de Actinobacillus actinomycetemcomitans promueve la diferenciacion de
osteoclastos in vitro en la presencia de 1,25- dihidroxivitamina D3 y dexametasona.
Otros estudios han revelado que esta diferenciacion es debida a un incremento de
interleucina 1a (IL-1a) y prostaglandina E; (PGEz), puesto que células de la
médula Osea  estimuladas con lipopolisacarido del  Actinobacillus
actinomycetemcomitans  liberan IL-1la 'y PGE,. EL lipopolisacéarido
delActinobacillus  actinomycetemcomitans favorece la sobrevivencia de
osteoclastos por una sobreregulacion y produccion de IL-1a 4,

El lipopolisacarido de Actinobacillus actinomycetemcomitans inyectado en la
encia de ratones puede inducir la resorcién 6sea periodontal pero solo después de
la transferencia del antigeno especifico de células clones Th1, pero no después de
la transferencia de células clones Th2 %,

Estudios previos han mostrado muerte celular por apoptosis en macréfagos
infectados con Actinobacillus actinomycetemcomitans y la posible implicacién de
CD14 y proteina cinasa C en esta apoptosis; pero hay pocos reportes
concernientes al efecto regulatorio del LPS del Actinobacillus

actinomycetemcomitans en la apoptosis causada a varias células del hospedero
(30)

En contraste al LPS enteropatogénico que muestra actividad osteolitica a
concentraciones de nanogramos/mililitro, ElI LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans es activo a concentraciones de microgramos/ mililitro %),

El efecto del LPS en la muerte celular por apoptosis difiere entre tipos

celulares y lineas celulares, y multiples mecanismos moleculares estan
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involucrados en su regulacion. Ha sido reportado que el LPS inhibi6 la apoptosis
de neutréfilos humanos a través de la activacion de cinasas reguladas por senales
extracelulares (ERK), mientras la activacion de la proteina cinasa activada por
mitogenos (MAP) p38 escasamente reguld la inhibicion de la apoptosis de
neutrofilos inducida por el LPS. ElI LPS también impidié la muerte celular
apoptotica en monocitos humanos. Por el contrario, ha sido demostrado que la
administracién de LPS causa apoptosis en células B, linfocitos CD4" 8" y 6rganos
linfoides. Ademas, el LPS indujo la muerte celular apoptética en células
endoteliales a través del reclutamiento del adaptador del dominio de muerte
asociado a Fas. Se ha demostrado que la apoptosis de células endoteliales
vasculares humanas inducida por LPS es mediada por el gen inhibidor de la
progresion del ciclo celular p53, la proteina proapoptética Bax, la caspasa-1y la
caspasa-3. En contraste, el LPS no causa apoptosis en la linea celular endotelial
microvascular dermal humana, HMEC-1, pero si causa apoptosis en presencia de
cicloheximida.

Reportes previos han demostrado que el LPS indujo apoptosis en
macrofagos en presencia de cicloheximida (CHX), pero los mecanismos
moleculares que envuelven este hecho no se conocen bien. La proteasa como
caspasa-3 fue la enzima clave en la promocion de la apoptosis en células de la
linea de los macrofagos tratados con LPS y CHX, y su activacion fue dependiente
de sefales inducidas por LPS tempranamente asi como la union a LPS,
fosforilacidon de la proteina tirosina y la actividad de la serina proteasa pero no de
sefales LPS tardias asi como MAP cinasa cinasa o MAP cinasa.

Las células diferenciadas con 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetato (TPA)
usualmente muestran resistencia a la apoptosis inducida por el LPS; sin embargo
en presencia de CHX, el LPS estimulo la liberacion de citocromo ¢ sin la
modificacion de los niveles fijos de Bcl-2, Bcl-xL, Bax y Bak. El tratamiento con

LPS en presencia de CHX también lleva a la activacién de la caspasa-3 y
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apoptosis via, en parte por, CD14/ Receptor 4 semejante a Toll (TLR4). La
induccidn de la liberacion del citocromo ¢ puede haber sido debido a la
desfosforilacion de Akt y Bad, las cuales son inducidas por CHX y LPS. Los
resultados enfatizan el posible papel importante de la via apoptética mitocondrial
guiando la activacién de la caspasa-3 en la apoptosis de macréfagos humanos
inducida por LPS en presencia de CHX ©?),

El lipopolisacarido de Actinobacillus actinomycetemcomitans estimula la
liberacion de IL-1B de leucocitos polimorfonucleares asi como de otras citocinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucina 8 (IL-
8). El lipido A y el lipopolisacarido del Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotipo b induce la liberacion de la citocina pro- inflamatoria interleucina 1(IL-1)
en macréfagos peritoneales y células de la linea de los macréfagos 4.

Analisis comparativos de la capacidad del LPS, proteinas asociadas al
lipido A, y proteinas secretadas por Actinobacillus actinomycetemcomitans para
estimular la sintesis de citocinas por monocitos humanos revelaron que el LPS fue

el agonista mas débil siendo mas potentes y eficaces las proteinas secretadas ©.
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Proteinas de choque térmico

La fisiologia y propiedades patogénicas de los microorganismos estan
influenciadas por cambios en las condiciones ambientales que conducen a la
sintesis de proteinas especificas conocidas como las proteinas de choque térmico
(HSPs). Las HSPs son familias de proteinas altamente conservadas cuyo papel
principal es permitir a los microorganismos sobrevivir bajo condiciones de estrés “
19 Las HSPs actian como moléculas chaperonas en el ensamblaje y plegamiento
de proteinas, y como proteasas cuando proteinas toxicas o danadas necesitan ser
degradadas. Puesto que estas proteinas son antigenos inmunodominantes en
muchos patégenos humanos, recientemente los estudios se han enfocado en las
contribuciones potenciales de las HSPs a las enfermedades orales. La
citotoxicidad de algunas HSPs bacteriales puede contribuir a la destruccion tisular,
mientras que la presencia de epitopes comunes entre proteinas del hospedero y
HSPs microbiales pueden conducir a respuestas autoinmunes ¢ %37,

Las HSPs comunmente estan agrupadas en familias basadas en su peso
molecular: HSPs pequefas, proteinas homdlogas a GroES o HSP10 (~ 10 kDa),
proteinas homdlogas a DnaJ o HSP40 (~ 40 kDa), proteinas homologas a GroEL o
HSP60 (~ 60 kDa), proteinas homologas a DnaK o HSP 70 (~ 70 kDa), proteinas

homologas a HptG o HSP90 (~ 90 kDa) y proteasas dependientes de ATP Clp
10)

Células de Actinobacillus actinomycetemcomitans pre-estresadas a 43° C
fueron transitoriamente protegidas contra el estrés por una temperatura letal. Un
estrés de pH subletal también protegié transitoriamente a la células de
Actinobacillus actinomycetemcomitans de un pH letal de 4.5. Esta respuesta

involucrd una sobreexpresion de proteinas homoélogas a GroEL (Figs. 23, 24) y a
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DnakK * '®: aunque ha sido reportada previamente la produccion de HSPs en
Actinobacillus actinomycetemcomitans en ausencia de estrés.

No se ha observado correlacién entre las expresion de HSPs y el serotipo u
origen (salud/ enfermedad, oral/ no oral) de las cepas de Actinobacillus

s (1919 Aun asi se ha publicado que la saliva de pacientes

actinomycetemcomitan
con gingivitis contiene mas anticuerpos GroEL anti-micobacteriales que la saliva
de sujetos sanos o pacientes con periodontitis. Pacientes estudiados con
periodontitis juvenil localizada tuvieron titulos mas altos de anticuerpos a material
asociado a la superficie de Actinobacillus actinomycetemcomitans, el cual contiene
GroEL, que los pacientes con periodontitis generalizada severa. También se
demostré que pacientes con tejidos periodontales sanos tuvieron titulos mas altos
de anticuerpos a numerosas HSPs que los pacientes con periodontitis, lo cual

sugiere el papel protector asociado con estos anticuerpos @,

Fig. 23. Micrografias electrénicas mostrando deteccion con
particulas de oro de proteina homdloga a GroEL en
secciones ultradelgadas del Actinobacillus
actinomycetemcomitans. A 35°C (izquierda) o 43°C
(derecha). (Goulhen F, Hafezi A, Uitto VJ, Hinode D,
Nakamura R, Grenier D, Mayrand D. Subcellular
localization and cytotoxic activity of the GroEl- like protein
isolated from Actinobacillus actinomycetemcomitans.
Infect. Immun. 1998; 66: 5307- 5313.)

% - Fig. 24. Ultraestructura de la proteina
5 %

homodloga a GroEL purificada. Esta tefiida con uranylacetato.

(Goulhen F, Hafezi A, Uitto VJ, Hinode D, Nakamura R, Grenier D, Mayrand
D. Subcellular localization and cytotoxic activity of the GroEl- like protein
isolated from Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect. Immun. 1998;
e 66: 5307- 5313.)
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Bajas concentraciones (0.1- 1ug de proteina por ml') de GroEL de
Actinobacillus actinomycetemcomitans promueven la proliferacion celular epitelial,
mientras que altas concentraciones (10ug de proteina por ml™') producen efectos
téxicos. Al igual se reportdé que el potencial para promover la proliferacion de
células epiteliales del ligamento periodontal esta fuertemente correlacionado con
altos niveles de GroEL de Actinobacillus actinomycetemcomitans en fracciones de
la membrana * . La proliferacién epitelial conduce a un incremento en la
profundidad de la bolsa, y asi, a un area grande para que crezcan las bacterias.
La HSP homodloga a GroEL puede ser importante para la supervivencia bacterial
en la bolsa periodontal y juega un papel importante en la patogénesis y progresion
de la periodontitis al ejercer efectos de hiperproliferacién y citotoxicos (19),

Se sugiere que la liberacion de HSP60 exdégena de la bacteria o células
inflamatorias pueden promover la inhibicién de la expresion de la integrina o634,
la cual es una integrina epitelial esencial en la proteina estructural de los
hemidesmosomas, y la migracion de células epiteliales a través de la activacion
del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), y de dos proteinas
cinasas activadas por mitégenos, el ERK y p38 2.

El GroEL de Actinobacillus actinomycetemcomitans puede inducir ostedlisis
(4.15.21) y ademas puede incrementar la proliferacién de queratinocitos humanos
(de la linea celular de HaCaT) a través de la activacion sostenida de ERK1 y dos
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP) ).

Mediante microscopia electronica de transmision se observa que la proteina
homologa a GroEL de Actinobacillus actinomycetemcomitans se encuentra
localizada en la superficie celular, en material asociado a la superficie y en
vesiculas de membrana externa producidas por la bacteria, asi como en el
citoplasma y en el periplasma. La localizacion de HSPs en la superficie de la

célula bacteriana permite la rapida expresion de HSP y hacer un rapido contacto
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con posibles células humanas (9.

La proteina homodloga a GroEL de
Actinobacillus actinomycetemcomitans es una molécula cilindrica de 14 meros,
con un diametro del alrededor de 12 nm que consiste en dos anillos heptaméricos

apilados con subunidades de 64-kDa. (Fig. 25)

GroEL GroEL GroEL-GroES
Vista Frontal Vista Lateral Vista Lateral

GroEL-ATP GroEL-GroES 3
Vista Lateral Vista Lateral

Fig. 25. Imagenes medias de GroEL, GroES y GroEL-GroES2. (Llorca O, Carrascosa JL,
Valpuesta JM. Las chaperoninas: Maquinas plegadoras de proteinas. Ciencia al dia. Internacional
2001; 4:)

Hasta la fecha, todos los GroELs interactian con una proteina co-
chaperona mas pequefa con subunidades de 10- kDa (GroES). En Actinobacillus
actinomycetemcomitans, los genes que codifican a GroES y a GroEL estan
ordenados en un operdn. Las proteinas homédlogas a GroEL y a GroES de
Actinobacillus actinomycetemcomitans comparten, respectivamente, el 87% vy el
85% de identidad con el con las proteinas homoélogas a GroEL y a GroES de la
bacteria Escherichia coli. Las secuencias de amino acidos de la porcién amino
terminal de las proteinas GroEL de Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis y Tanerella forsythensis comparten un alto grado de
homologia .
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Se han caracterizado dos marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican
para DnaK (Fig. 26) y Dnad en Actinobacillus actinomycetemcomitans. El primer
ORF codifica para un segmento de 633 aminoacidos que tiene un peso molecular
aparente de 68.4 kDa y que comparte una homologia del 84% con el DnaK de
Escherichia coli. El segundo ORF codifica para un segmento de 376 aminoacidos
que tiene un aparente peso molecular de 41.3 kDa y comparte una homologia del
70% con el DnaJ del Escherichia coli . La proteina homéloga a Dna- K del

Actinobacillus actinomycetemcomitans estd presente en el citoplasma vy
(15)

periplasma

Fig. 26 Deteccion particulas de oro de proteina
homologa a DnaK en secciones ultradelgadas del
Actinobacillus actinomycetemcomitans a 35° C
(izquierda) o 43° C (derecha) (Goulhen F, Hafezi
A, Uitto VJ, Hinode D, Nakamura R, Grenier D,
Mayrand D. Subcellular localization and cytotoxic
activity of the GroEl- like protein isolated from
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect.
Immun. 1998; 66: 5307- 5313.)

Las HSP90 asociadas a la membrana pueden actuar como receptores o
servir para estabilizar o trasportar factores de virulencia bacterial. EL HtpG de
Actinobacillus actinomycetemcomitans comparte 83% de similitud con del HtpG
del Escherichia coli.

Se ha sugerido que las HSPs bacteriales son producidas en los sitios
periodontales y que éstas pueden formar inmunocomplejos con anticuerpos
especificos. El sistema inmune puede evitar actuar contra las HSPs porque estan
altamente conservadas, pero debido a que la biosfera expresa HSPs, el sistema
inmune pudiera ser enganado. Ademas, ya que las HSPs son muy abundantes

durante condiciones de estrés y no son exclusivamente proteinas intracelulares,
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como se demostré con Actinobacillus actinomycetemcomitans, pueden ser
presentados a macréfagos como antigenos extrafios por los linfocitos ©.

Se ha mostrado que la proteina homdloga a GroEL de Actinobacillus
actinomycetemcomitans es un antigeno inmunodominante en humanos “ 19

Las GroELs y, las aun menos extendidas, DnaKs de muchas bacterias
patogénicas pueden convertirse en los mayores antigenos, puesto que son
expresados fuertemente bajo condiciones estresantes. Estas HSPs son
antigénicas, y el reconocimiento de epitopes especificos en tales antigenos
pueden contribuir a una inmunidad protectora o pueden tener consecuencias

s (4, 31

autoinmunes patologica ). Se ha reportado un analisis comparativo de las

secuencias de aminoacidos de la proteina homologa a GroEL de Actinobacillus
actinomycetemcomitans y la fibronectina humana revelando cuatro secuencias de

(9 Debido a las similitudes

aminoacidos homologas entre éstas dos proteinas
entre HSPs de mamiferos y microbiales, una respuesta humoral contra HSPs
microbiales puede ser destructiva para el hospedero debido al mimetismo del

antigeno que conduce a una respuesta autoinmune ¢ 9.
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Proteinas de membrana externa

Otro posible mecanismo de Vvirulencia asociado con Actinobacillus
actinomycetemcomitans es la produccion de proteinas de membrana externa
(Omps), las cuales también se encuentran en muchas bacterias Gram- negativas.
Algunas han sido identificadas como porinas, receptores de la porcién Fc y
también como factores de virulencia incluyendo adhesinas, invasinas y factores
envueltos en la resistencia a la muerte y opsonizacién en suero. Como su nombre
lo indica, estan localizadas en la membrana externa 9.

En un estudio " se descubrié que todas las células sonicadas investigadas
en suero de pacientes con periodontitis agresiva localizada mostraron 13 bandas
inmunoreactivas mayores con un rango de masa molecular de 14- 78 kDa .

En cepas de Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo b © se han
identificado seis principales proteinas de membrana externa insolubles en sarcosil,
y han sido designados como Omp100, Omp64, Omp39, Omp29, Omp18 y Omp16
de acuerdo con su masa molecular. Sin embargo, todas ellas estan presentes en
todas las cepas de Actinobacillus actinomycetemcomitans ). Esta proteina esta
presente como un homo- o heterocomplejo ©%.

El patrén de migracién de la Omp 100 es diferente dependiendo de las
concentraciones de gel de poliacrilamida, la masa molecular de Omp100 fue
calculada en 100 kDa en un gel al 12%, de 85 kDa en un gel al 10%, y de 78 kDa
enun gel al 7.5% ©.

La Omp 100 (Fig. 27) no mostré ninguna similitud en su totalidad con otras
proteinas. Esta proteina tiene una regidon conservada en la porcién carboxilo-
terminal y muestra menos homologia en la porcion amino- terminal, una region
asociada con la virulencia. Una regién carboxilo- terminal bien conservada puede
contribuir a la estructura comun, exponiendo la regién amino- terminal a la

superficie celular. Las diferencias en la porcion amino- terminal entre especies
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puede revelar una variedad de caracteristicas de virulencia potencial @) Muestra
homologia a una familia de proteinas con multiples funciones incluyendo,
adhesion, invasion y resistencia al suero, encontrada en algunas bacterias Gram-
negativas. Un mutante al cual se elimin6 la Omp100 mostré un decremento en la
adhesion e invasion en un 60%, comparada con la especie natural. La Omp100
induce respuestas de las citocinas inflamatorias interleucina (IL)- 8, IL-6 y del

factor de necrosis tumoral- o (TNF-a) en células epiteliales, e induce la produccion

IL-1B y TNF-a en macréfagos de ratones, lo que demuestra que la Omp es un
| 33,

factor de virulencia versati

Fig. 27. Localizacion de Omp100 en la superficie celular de Actinobacillus
actinomycetemcomitans mediante microscopia electrénica. Se observan particulas de oro cuando
suero anti-Omp 100 de conejo se usa como antisuero primario, puesto que ninguna particula fue

observada cuando fue usado suero de conejo preinmune.

La Omp64 comparte homologia con varias proteinas reguladas por hierro
en bacterias Gram- negativas, por lo que en Actinobacillus
actinomycetemcomitans, la Omp64 podria jugar un papel en la adquisicion de
hierro.

La Omp39 muestra similitud con las proteinas porinas que se encuentran en
algunas bacterias Gram- negativas. Sin embargo, el suero sensibilizado con
Actinobacillus actinomycetemcomitans no reacciona fuertemente con Omp39. La
region expuesta a la superficie celular en Omp39 puede ser menos antigénica
comparada con otras Omps.

Se sugiere ) que la Omp18 y la Omp16 son el producto de un gen similar

debido a sus secuencias idénticas de aminoacidos en la porcién amino- terminal.
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Pero, no se puede excluir por completo la posibilidad de que estas dos proteinas
estén relacionadas muy cercanamente. El suero anti-Omp18 reacciona con ambas
proteinas, pero el suero de pacientes solamente reacciond con la proteina Omp16.
La masa molecular predicha del producto del gen omp18/16 eliminando una sefal
de secuencia es de 18 kDa, asi se considera que Omp16 esta modificada
estructuralmente o es modificada con sacarido y/o lipido.

Ha sido identificada la principal proteina de union a Fc de Actinobacillus
actinomycetemcomitans serotipo ¢ como una proteina de membrana externa
modificable con calor y ha sido llamada Omp34 . La molécula madura de la
Omp34 tiene una masa molécula de 34,911 Day el gene correspondiente ha sido
llamado omp34. Es el blanco primordial para los anticuerpos de inmunoglobulina
G en el suero de pacientes con LAP - ®_Tiene una identidad significativa con los
miembros de la familia de las proteinas OmpA de las bacterias Gram- negativas
(Fig. 28). El pariente mas cercano de la Omp34 identificado a la fecha es la
proteina de membrana externa P5 (OmpP5) del Haemophilus influenzae; estas

dos proteinas tienen una identidad del 67% .

(adapted from Vogel & Jihnig, 1986 and Pautsch & Schulz, 1998)
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Un posible papel de la Omp34 en la virulencia de Actinobacillus
actinomycetemcomitans es sefialado por su fuerte potencial inmunogénico y por
sus propiedades de union al Fc.

Se ha demostrado ® que la Omp29 de un Actinobacillus
actinomycetemcomitans del serotipo b es codificado también por el gen omp34
que codifica a la proteina que produce el Actinobacillus actinomycetemcomitans
del serotipo c. Ademas la secuencia de aminoacidos concluida de la Omp29 de
una cepa del serotipo b, coincide completamente (excepto en la posicion 321 de la
valina, comparada con la alanina en la misma posicién de la cepa del serotipo c)
con la secuencia de la Omp34 de la cepa del serotipo c.

La proteina Omp29 muestra una masa molecular aparente de 34 kDa
cuando es calentada, pero de 29 kDa cuando no es calentada. Los hallazgos
sugieren que la Omp29 de Actinobacillus actinomycetemcomitans puede jugar un
papel importante en la unién al endotelio o epitelio y/o por la invasién potencial a
las células del hospedero ®.

Las Omp29 y 34 son las proteinas que reaccionan mas intensamente con
pacientes con periodontitis agresiva o con el suero de ratones inmunizados ®)

Fue reportado ¥

que el anticuerpo de subclase IgG3 en suero de pacientes
con LAP se wuni6 a un rango mayor de Omps de Actinobacillus
actinomycetemcomitans que IgG1 o IgG2. Sin embargo, un analisis de frecuencia
en el suero de pacientes de union a Omps antigénicas mostré que la distribucion
de subclases de IgG fue IgG2> 1gG3>IgG1 >> IgG4. La distribucidon de subclases
de IgG en suero de pacientes con LAP para proteinas de membrana externa de
29.0 y 16.6 kDa de Actinobacillus actinomycetemcomitans fue de IgG2> IgG1 >
IgG3. No fue detectado IgG4 para estas Omps 4.

Actinobacillus actinomycetemcomitans tiene varias otras proteinas
antigénicas de membrana externa mayores con masas moleculares de 110, 90,

80, 58, 48 y 31 kDa ¥, pero no hay suficientes reportes de ellas.
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Se han monitoreado!'? las respuestas de subclases de anticuerpos para
una Omp de 110 kDa de Actinobacillus actinomycetemcomitans en pacientes con
periodontitis después de 24 meses de recibir terapia total antimicrobial y/o
disminucién de la escala seguida por una terapia de soporte periodontal. Los
pacientes con una alta respuesta a IgG4 a la proteina de 110 kDa incrementé
significativamente el rango de supervivencia de los dientes. No fue encontrada una
asociacion significativa del resultado del tratamiento clinico para niveles en suero
de antigenos especificos IgA, 1gG1, 1IgG2 o IgG3, indicando que una respuesta del
anticuerpo 1gG4 a la proteina 110 kDa puede tener un efecto protector en la

periodontitis asociada con Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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CONCLUSIONES

+# Segun las pautas propuestas por Sigmud Socransky para juzgar a
gérmenes periodontales, Actinobacillus actinomycetemcomitans cumple con
todos los puntos para ser considerado un patégeno periodontal.

+ Actinobacillus actinomycetemcomitans es un cocobacilo anaerébico
facultativo, Gram- negativo, inmovil, capnofilico, no formador de esporas que
crece individualmente, en pares o en grupos pequefios.

+ Esta implicado en la patogenia de varias enfermedades infecciosas, orales
y no orales.

+ Se encuentra en individuos con periodontitis (principalmente periodontitis
agresiva localizada) y sanos, pero no en individuos edéntulos. Su mecanismo
de accién en la enfermedad periodontal no es claro aun.

+ Sus colonias pueden ser rugosas o lisas, y ocasionalmente la transicién de
una forma a otra hace que la célula sufra una fase intermedia. Esta transicion
depende de mutaciones al azar del un operén.

+ La adhesiébn que muestran algunas cepas de este microorganismo es
debido en parte a paquetes de fimbrias en su superficie. 14 genes que residen
en el operon flp son los encargados de la biogénesis de estas fimbrias, pero
este oper6bn no esta realmente distribuido entre todas las especies de
Actinobacillus actinomycetemcomitans.

+ Otros elementos secretados por Actinobacillus actinomycetemcomitans
parecen contribuir a su agregacion y adherencia como son los exopolimeros,
vesiculas y glicoconjugados; al igual que algunas proteinas de membrana
externa e interna.

+ Este microorganismo tiene seis serotipos distintos (a-f), cuya clasificacion
esta basada en polisacaridos localizados en el lado O de las cadenas de

lipopolisacérido.
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+ Se han identificado tres posibles receptores de la superficie de la célula
blanco que se unen al Actinobacillus actinomycetemcomitans: receptor de
transferrina, integrinas o receptores del factor de activacion plaquetaria.

+ Las sefiales que dispara Actinobacillus actinomycetemcomitans después de
unirse a los receptores de la célula del hospedero aun estan indefinidas.
Después de esta union, esta bacteria destruye las microvellosidades y forma
crateres en la superficie de las células del hospedero.

+ Actinobacillus actinomycetemcomitans sale rapidamente de la célula
después de la invasion y se mueve habilmente de una célula a otra; ambas
acciones son dependientes de los microtubulos de la célula del hospedero.

+ Es un microorganismo complejo y no todos los factores de virulencia de
Actinobacillus actinomycetemcomitans han sido identificados.

+ La leucotoxina de Actinobacillus actinomycetemcomitans ataca a ceélulas
inflamatorias, por lo que da como resultado una mala respuesta inmune e
induce la produccion de citocinas (TNF-a, IL-6) y MMP-8.

+# Los 2 mecanismos de muerte celular mediados por la leucotoxina de
Actinobacillus actinomycetemcomitans son la necrosis y la apoptosis.

+ La capacidad de las cepas de producir altas o bajas concentraciones de
leucotoxina se debe a una variacion en la secuencia de DNA de la region
promotora.

+ EI 85% de las cepas de Actinobacillus actinomycetemcomitans producen la
toxina de distension citoletal (Cdt) que estimula monocitos para producir
citocinas (IL-1p, IL-6 e IL-8) e induce la expresion de RANKL e IL-6 en células
del tejido conectivo periodontal. También causa arresto en el ciclo celular en
las fases G1 y/o G2/M, distension celular, alargamiento nuclear y/o apoptosis.

+ Las distintas células del periodonto responden de manera diferente a la Cdt.
+ Se necesitan de las tres unidades de la Cdt para producir su maxima

toxicidad.
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+ La Cdt puede usar el glucoesfingolipido GMS3, otros glucolipidos o
materiales organicos como receptores de superficie celular.

+ Hay pocos reporte acerca del mecanismo de accion del lipopolisacérido de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, pero se sabe que estimula células del
hospedero para producir citocinas inflamatorias, induce resorcion 6sea y en
algunos casos inhibe o causa apoptosis; aunque su efecto difiere entre tipos
celulares y lineas celulares y mudltiples mecanismos moleculares estan
implicados en su regulacion.

+ El lipopolisacarido con la cicloheximida aumenta el porcentaje de apoptosis
en las células infectadas.

+ Actinobacillus actinomycetemcomitans también tiene proteinas de choque
térmico, las cuales tienen una homologia muy alta con aquellas de la bacteria
Escherichia coli.

+ Las proteinas de choque térmico ejercen efectos de hiperproliferacion y
citotéxicos.

+ Estas proteinas de choque térmico estan altamente conservadas y el
sistema inmune pudiera ser engafiado.

+ Se han identificado muchas proteinas de membrana externas en
Actinobacillus actinomycetemcomitans como factores de virulencia pero falta

mas estudio de cada una de ellas.
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ANEXOS

Glosario

Acido desoxiribonucleico (DNA): El portador de la informacion genética en las
células, compuesto por dos cadenas complementarias de nucleotidos
arrolladas en una doble hélice; capaz de autoreplicarse y de codificar la
sintesis de RNA.

Acido ribonucleico (RNA): Clase de &cidos nucleicos caracterizada por la
presencia del azucar ribosa y la pirimidina uracilo, incluye mRNA, tRNA y
rRNA. EI RNA es el material genético de muchos virus.

Actina. Una proteina compuesta por subunidades globulares, que forma filamentos
gue se encuentran entre los componentes principales del citoesqueleto.
También una de las dos proteinas principales del musculo.

Adenosina-5'-trifosfato (ATP). El nucledtido que suministra la moneda de corriente
energética para el metabolismo celular; compuesto por adenina, ribosa y tres
grupos fosfatos. Al hidrolizarse, el ATP pierde un grupo fosfato y un ion
hidrégeno para transformarse en adenosina difosfato (ADP), liberando
energia en el proceso.

Amino terminal: (también denominado N- terminal). El extremo de una cadena
polipeptidica que contiene un grupo amino sin reaccionar. Un ribosoma
sintetiza un polipéptido en la direccion que va del amino terminal al carboxilo
terminal.

Anaerdbico: Célula u organismo que puede vivir en ausencia de oxigeno libre; los
anaerobios obligados no pueden vivir en presencia de oxigeno; los
facultativos pueden existir con oxigeno o sin él.

Anticuerpo  monoclonal: Las células productoras de anticuerpos mueren,
normalmente, después de unas pocas divisiones celulares de modo que una
de ellas no puede cultivarse (clonarse) para producir una especie sola de

anticuerpo en cantidades Uutiles. Estos anticuerpos monoclonales pueden
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obtenerse por fusion de una célula productora de anticuerpo deseado con

una célula de una sistema inmune de cancer conocida como mieloma.

Anticuerpos: (también denominados inmunoglobulinas). Conjunto de proteinas

relacionadas producidas por los linfocitos B que pueden unirse de manera
especifica con los antigenos. Algunos tipos se liberan a los liquidos
corporales y se encargan de la inmunidad humoral; otros tipos se mantienen
en la superficie de la célula B, o son captados y presentados por otros tipos

celulares.

Antigeno: Es una molécula que genera una respuesta inmune (denominada

Akt:

también inmundégeno) y segundo, una molécula que reacciona con
anticuerpos o linfocitos T imprimados, independientemente de su capacidad
de generarlos.

Es una serina-treonina cinasa, es decir, una enzima perteneciente a las
familias de las cinasas con funciones en la transduccion de sefales

proliferativas y antiapoptoéticas en las células T.

Apoptosis: Muerte celular genéticamente programada y altamente regulada. La

Bad:

Bax:

pérdida de la estructura homogénea de la membrana, la condensacion
nuclear y la fragmentacion del DNA son caracteristicas que se observan en la
via apoptésica.

Inductor de muerte asociado a Bcl-2 (Bcl-2-associated death promoter). Es
una proteina proapoptoética mediante el secuestro (por heterodimerizacion) de
Bcl-2 y analogos, dejando libre Bax. Bad puede ser regulado por
fosforilacion. Es un vinculo entre la sefializacidén por factores de crecimiento y
la apoptosis.

Proteina X asociada a Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein, X por desconocido
en su momento). Su oligomerizacion en la membrana mitocondrial induce la
formacion del poro que permite la liberacién de citocromo c. Es una proteina

proapototica cuya actividad esta limitada por heterodimerizaciéon con Bcl-2 y
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otros analogos antiapoptéticos. Otros miembros de la familia Bax son : Bak,
Bok, Bik, Bad y Bid.

Bcl-2. Proteina antiapoptoética identificada en un linfoma de células B (B cell
lymphoma) resistente a la apoptosis. Es el prototipo de una amplia familia,
dentro de la cual se encuentra otras proteinas como Bci-Xl, Bcl-w, Mcl-1,
entre otras. La accion antiapoptética de Bcl-2 se debe fundamentalmente al
secuestro de BAX por heterodimerizacion y a la inhibicicion de Apaf-1.

Capndfilo: Significa que el desarrollo de la bacteria es mejor en presencia del
anhidrido carbdnico.

Carboxilo terminal: (también llamado C- terminal). El extremo de una cadena
polipeptidica que contiene un grupo carboxilo sin reaccionar.

Caspasa: (cisteinil-aspartil acid proteinases). Son las primeras moléculas efectoras
identificadas en las vias de apoptosis. Se encuentran en forma de zimégenos
inactivos. Estas proenzimas son activadas por protedlisis.

CD: Determinante de agrupamiento. Lo producen los linfocitos y permite la unién
de la célula con el tejido conectivo.

CD14: El antigeno CD14 es una glucoproteina con un peso molecular de 55 kD.
Es expresado en células de la linea mielomonocitica incluyendo monaocitos,
macréfagos y células Langerhans. Es un receptor para productos bacterianos
como lipopolisacarido de bacterias Gram- negativas, acidos lipoteicoicos de
bacterias Gram- positivas, glucolipidos micobacteriales y de la proteina de
unién al lipopolisacarido (LPS).

Células Jurkat: Una linea de células T humanas leucémicas.

Células planctonicas: Son de pequefio tamafio (“ultramicrobacterias”), de
aproximadamente 0,3um de didmetro) y se encuentran en un estado
fisiologico aletargado o “durmiente”. Las mismas células en una biopelicula
son mayores, y tienen una vida activa. La vida planctdnica constituye

fundamentalmente la forma de dispersion.
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Ceramida: Es el derivado amidico con un acido graso de cadena larga de la
esfingosina. La ceramida se sintetiza a partir de la deshidroesfingosina y una
molécula de acil graso CoA de cadena larga en una reaccion catalizada por
un enzima microsomal con la dihidroceramida como intermedio que se oxida
a continuacion por deshidrogenacion en los carbonos 4 y 5. La ceramida libre
no es un componente de los lipidos de membrana sino que es un
intermediario en la biosintesis y catabolismo de los glucoesfingolipidos y de la
esfingomielina.

Cerebrosidos: Son un grupo de ceramidas monohexosas. Los dos cerebrdsidos
mas comunes son el galactocerebrosido y el glucocerebrosido.

Ciclo de division celular: Es el mecanismo a través del cual todos los seres vivos
se propagan. Un ciclo celular tipico se da en dos fases gigantes que son. La
interfase que se divide en tres fases: G1, Sy G2 y la mitosis que se divide en
profase, prometafase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. La fase Go
corresponde a un estado de reposo especial caracteristico de algunas
células.

Cicloheximida: Inhibidor de la traduccion, eficaz solamente en las células
eucariotas. Inhibe la actividad peptidiltransferasa de los ribosomas eucariotas
y se utiliza a menudo en estudios bioquimicos cuando han de estudiarse los
procesos en ausencia de sintesis proteica.

Cinasas: Enzimas que catalizan reacciones de activacion, en las que
generalmente ocurre una fosforilacion y el grupo fosfato es donado por el
ATP.

Cinasa MAPK/ERK (MEK): (MAPK kinase/ERK kinase). Es una cinasa de doble
especificidad (Ser/Thr y Tyr) que activa las MAPKs del tipo ERK
fosforilandolas. A su vez las MEK son activadas por fosforilacion en Ser/Thr
por MEKKS.

Cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK): (Extracellular signal-

regulated kinase). Sea trata de dos cinasas efectoras de la familia de las
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MAPKs. Son MAPK1 y MAPK2, también conocidas como p42 y p44. Son
activadas por fosforilacion doble por MEK.

Citocinas: Incluyen el grupo denominado con anterioridad linfocinas, monocinas,
interleucinas, factores estimulantes de colonias, factores de necrosis tumoral,
interferones y otros. Son proteinas solubles de secrecion de bajo peso
molecular, por lo general del orden de 15 a 25 kDa, que regulan la amplitud y
duracion de las respuestas inflamatorias inmunitarias. Deben ser producidas
en forma transitoria y reguladas muy estrechamente por la presencia de
material extrafio. Son muy potentes; por lo general son pleitrépicas (con
efectos multiples sobre el crecimiento y la diferenciacion de numerosos tipos
celulares) y existe considerable superposiciéon y redundancia entre ellas.
Actian como moléculas mensajeras.

Codon: Serie de tres bases nitrogenadas (nucleétidos) en un polinucleétido de
ADN o ARN, portadoras de la informacién genética especifica trasladada a
un solo aminoécido en la sintesis de proteina.

Dalton: Unidad arbitraria de masa, que es 1/12 de la masa de nuclido del carbono-
12, equivalente a 1,657 X 10%* g. Simbolo D o Da.

Epitope. Porcidn especifica del antigeno que reconoce un determinado anticuerpo
0 un receptor de célula T. Esta en contacto con el paratope.

Esfingolipidos: Son lipidos complejos cuya estructura central la proporciona el
aminoalcohol de cadena larga esfingosina. Los esfingolipidos se encuentran
en la sangre y en casi todos los tejidos de los seres humanos. No obstante,
las concentraciones mas elevadas de esfingolipidos se encuentran en la
sustancia blanca del sistema nervioso central. Diversos esfingolipidos son
componentes de la membrana plasmatica de practicamente todas las células.
El bloque estructural fundamental de los esfingolipidos naturales es la
ceramida.

Estequiometria: Es la parte de la quimica que tiene por objeto calcular las

cantidades en masas y volumen de las sustancias reaccionantes y los
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productos de una reaccion quimica. Encontramos: composicion porcentual y
molar, nomenclatura, leyes quimicas, reacciones quimicas, balanceo de
ecuaciones.

Factor de necrosis tumoral (FNT): Linfocina que al ser secretada induce la sintesis
de moléculas de adhesion sobre células endoteliales vasculares adyacentes,
con poder microbicida y capacidad de matar ciertas células. En un principio
se descubrié su potencial citotoxico al emplear células tumorales como
células blanco.

Factor nuclear -xB (NF-kB). Factor de transcripcion que se une al elemento de
control kB, identificado en los genes de las cadenas « de inmunoglobulinas
en linfocitos B. Es un mediador de la induccion de genes proinflamatorios en
respuesta a interleucinas y otros agentes.

Fibrillas: Son proyecciones finas, de aspecto velloso en la superficie de las
bacterias Gram-positivas y algunas Gram-negativas, involucradas en la
adherencia. No satisfacen los criterios morfologicos de las fimbrias.

Fimbrias: Pilis superficiales. Sustancias proteicas.

Fragmento cristalizable (Fc): Fragmento en la region constante del anticuerpo que
carece de capacidad de ligar al antigeno. Receptor necesario para la funcion
antimicrobiana de los anticuerpos.

Gangliésido: Se adoptd este nombre para la clase de glucoesfingolipidos que
contienen acido sialido y que estan concentrados en gran cantidad en las
células ganglionares del sistema nervioso central, especialmente en las
terminaciones nerviosas. El &cido neuraminico estd presente en los
gangliosidos, glucoproteinas y mucinas. El grupo amino del neuraminico se
halla frecuentemente en forma de derivado N-acetilo denominandose la
estructura resultante acido N-acetilneuraminico o acido sialico, abreviado
comunmente NANA. Algunos gangliésidos son: Gus, Gm2 ,Gm1, Gpia, Gbpib,

Gr1a, Gr1b, Goib.
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Glucoesfingolipidos: Son esfingolipidos que contienen glusidos. Las principales
clases de glucoesfingolipidos son los cerebrdsidos, sulfatidos, globdsidos y
gangliésidos.

ICAM-1: Molécula 1 de adhesion intercelular. Ayuda a leucocitos a unirse a las
vénulas postcapilares y ayudan a las células a dejar el vaso sanguineo.

Inhibidor tisular de las metaloproteinasas de la matriz (TIMP): Bloguean la
actividad proteolitica de MMPs. Los TIMPs son los principales reguladores
enddgenos de la actividad de MMP en el microambiente de los tejidos.
Cuatro TIMPs homologos ha sido caracterizados: TIMP-1,-2, -3, y -4. Los
TIMPs. ademas de inhibir las MMPs, tienen la capacidad de estimular la
proliferacion celular, induccién o inhibicion de la apoptosis, y la induccion dela
expresion de MMPs in vitro.

Inmunoglobulina G (IgG): También denominada y-globulina. Las moléculas de 1gG
son los anticuerpos circulantes mas abundantes. Una variante de ellas se fija
a las superficies de las células B. Las moléculas IgG estan formadas por una
sola unidad en forma de Y y pueden atravesar con bastante facilidad las
paredes de los vasos sanguineos; también traviesan la placenta y llevan
parte de la proteccion inmunitaria materna al feto en desarrollo. Este paso
estd permitido por receptores especificos. La IgG desencadena también el
sistema de complemento.

Interleucina (IL): Son miembros de las citocinas. Se involucran en la comunicacion
entre leucocitos y las otras células implicadas en los procesos inmunitarios e
inflamatorios (epiteliales, endoteliales y fibroblastos).

Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa- B (RANKL): Miembro de
la superfamilia de ligando del factor de necrosis tumoral (FNT). Se encuentra
en la membrana de las células osteoblasticas. Activa al receptor RANK.

Necesario para la activacion y diferenciacion osteoclastica.
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Ligando: En general, una molécula pequefia que se une de manera especifica a
otra mas grande; por ejemplo, una hormona que se une a un receptor.

Linea HeLa: Células tumorales epiteliales de cérvix humano, obtenidas por Jey en
1951.

Linea Hep- 2: Deriva de carcinoma de laringe humana, aislada por Moore en 1952.

Linea HL-60: Linea promielocitica.

Linfocitos colaboradores: Son linfocitos que regulan en los tejidos las respuestas
inmunitarias humoral y de mediacion celular por la via de las citocinas. Son
los Thl, Th2, Th3y ThO.

Lipopolisacarido (LPS): Componente de la membrana externa en bacterias Gram-
negativas. Se construye a partir de un lipido (conocido como lipido A) que se
une a la porcion hidrofébica de la membrana externa. La porciébn que
permanece fuera del lipido A consta de mondomeros de polisacaridos
conocidos como antigeno — O o polisacarido- O; este antigeno contiene
glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, azucares de ocho carbonos, KDO y
heptosas (azlcares de siete carbonos).

MAP cinasas cinasas (MKK): (MAP kinase kinase). Se denomina asi a una familia
de proteina cinasas de especificidad dual capaces de fosforilar, presente en
sus proteinas sustrato: las MAPKs. Cada tipo de MKK es especifico para una
de las 5 cascadas de MAPKs conocidas. MKK1/2 son mas conocidas como
MEK1/2.

Marco de lectura abierto (ORF): Region de DNA comprendida entre un codon de
inicio y otro de terminacion. Corresponde, por tanto, a la region del gen que
codificara la proteina.

MD-2: Molécula que se asocia con la porcion extracelular del TLR4 y aumenta la
respuesta al lipopolisacarido.

Metaloproteinasas de la matriz (MMP): Son una familia de enzimas proteoliticas

gue degradan las moléculas de la matriz extracelular, como la colagena, la
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gelatina y la elastina. Intervienen en la destruccion del tejido periodontal. Las
MMP-1 y MMP-8 son colagenasas.

Necrosis: Muerte de células y tejido en el organismo vivo. Las causas pueden ser
muy variadas: problemas de irrigacion sanguinea o provocada por agentes
fisicos, quimicos o bacteriolégicos. Este proceso, ademas, induce
alteraciones a las células circundantes ya que el contenido del citoplasma de
una célula es vertido al medio.

Nuclido: Especia atomica caracterizada por el niamero atomico, el ndmero de
masa y el estado cuantico de su nucleo y es capaz de existir durante un
periodo de tiempo mesurable (aproximadamente 10™° segundos).

Operén: Un conjunto de genes estructurales procariotas continuas que se
transcriben como una unidad, junto con los elementos reguladores
adyacentes que controlan su expresion.

Osteoprotegerina (OPG): Miembro de la superfamilia de receptores del FNT.
Secretado por osteoblastos no anclados a la membrana. Actia como
receptor sefiuelo, se une al RANKL y lo neutraliza.

Paratope: Porcidn de las regiones hipervariable sobre el anticuerpo que hace
contacto con el antigeno.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. Técnica que se utiliza para amplificar
el nimero de copias de una secuencia de DNA especifica mediante ciclos
repetidos de desnaturalizacion y replicacion.

Polinucledtido: Polimero de mononucleoétidos formado por una secuencia de
nucledtidos de ADN o ARN donde la posicion 3" del azicar de un nucleétido
se une por medio de un grupo fosfato a la posicion 5° del azucar dI
nucleotido adyacente.

Promotor: Secuencia de DNA gue puede unirse a la RNA polimerasa, dando lugar

a la iniciacién de la transcripcion,
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Prostaglandinas: Son metabolitos del acido araquidénico que generan las
ciclooxigenasas (COX-1, COX-2). IL1/3, TNFa y el LPS bacteriano regulan
positivamente la COX-2, la cual al parecer es la que genera la prostaglandina
PGE,, que se relaciona con inflamacion. La PGE; induce MMP vy la resorcion
Osea osteoclastica.

Proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK): (Mitogen-activated protein
kinase). Una familia de Ser/Thr-proteina cinasas efectoras en la ruta de las
tirosina cinasas. Estas cinasas se activan por doble fosforilacién en un motivo
por las cinasas duales MEK. Es una denominacién general que se aplica mas
tipicamente a ERK1/2, pero también comprende p38 SAPK, JNKs y otras
cinasas. Como su nombre indica, participan en la activacion de la
proliferacion celular.

Proteina cinasas C (PKCs): Son una familia de isoenzimas que estan
ampliamente distribuidas en tejidos y 6rganos de mamiferos. Esta familia de
serina/treonina proteina cinasas esta constituida por varias subfamilias que
engloban distintas isoformas. Hasta el momento, se conocen 11 isoenzimas
de PKC diferentes. Aunque todas las isoformas de PKC se activan mediante
fosfolipidos, estas isoenzimas en particular se diferencian marcadamente en
su sensibilidad hacia el calcio. Una vez activada, se transloca a la membrana
celular donde en presencia de fosfolipidos ejerce su funcion de cinasa de
proteinas en aminoacidos serina y treonina. La implicacién de las PKCs en el
transcurso de activacion de células T ha sido bien establecida desde finales
de los afios 70.

Proteinas de choque térmico (Hsp): Proteinas producidas por las eucariotas en
respuesta a las elevadas temperaturas. Su sintesis es regulada por el factor
de transcripcién de choque térmico (HSTF).
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Proteinas G: Familia de proteinas asociadas a la membrana que transducen las
sefales recibidas por diversos receptores de la superficie celular. Se les
llama proteinas G porque para su accion es esencial la union de GTP y GDP.

Quimiocina: Abreviatura de la citocina quimiotactica. Son mas de 20, pero la mas
caracterizada es la IL-8. Reclutan células de defensa hacia areas donde se
les necesita. Importante en la respuesta de mediacion celular.

Receptor activador del factor nuclear kappa- p (RANK): Proteina transmembrana
expresada por osteoclastos. Su union con RANKL conduce a la
diferenciacion y activacion de osteoclastos.

Recombinacién: Proceso que se produce en un organismo, por el cual dos
moléculas de DNA de origen dan lugar a una molécula de DNA hija que
combina segmentos procedentes de las dos moléculas originales. Puede
comportar la integracion de una molécula de DNA en la otra, la sustitucion de
un segmento de DNA por un segmento homélogo en otra molécula de DNA,
o el intercambio de segmentos homologos entre las dos moléculas de DNA.

Respuesta inmunitaria adquirida: Puede ser humoral y celular.

Respuesta inmunitaria celular: En esta respuesta, las células linfaticas,
denominadas linfocitos T, que Illevan moléculas similares a las
inmunoglobulinas en sus superficies, identifican y destruyen a las células
extrafas y aberrantes.

Respuesta inmunitaria humoral: En esta respuesta, las células linfaticas,
denominadas linfocitos B, sintetizan moléculas de inmunoglobulina
especificas que son secretadas de la célula y se unen a la sustancia
invasora. Esta union agrega la sustancia extrafia y la marca para que sea
destruida por las células denominadas macréfagos.

Respuesta inmunitaria innata: Respuesta que se produce sin contacto previo de la

enfermedad. La conforman las barreras fisicas de las superficies epiteliales
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cutdneas y mucosas y los aspectos vascular y celular de las respuestas
inflamatorias.

RNA mensajero (RNAm). RNA que contiene datos codificados y ordenados por
DNA nuclear hacia el citoplasma. Es usado como molde en la sintesis de
proteinas.

Sarcosil: Sol de sodio 97% C;5H23NOsNa. Tiene sabor dulce, se disuelve en agua
y ligeramente soluble en alcohol. Es usado en la manufactura de surfactantes
biodegradables y pastas dentales, asi como en aplicaciones bioldgicas.
Usado en lisis celular y asi purificar RNA.

Serologia: Se refiere al estudio del contenido de anticuerpos en el suero. En el
laboratorio, los anticuerpos reaccionan con los antigenos de formas
especificas, de tal manera que se pueden utilizar para confirmar la identidad
del microorganismo en particular.

Tincion de Gram: Es una de las tinciones mas comunmente usadas, desarrollada
por el histlogo Gram para diferenciar las bacterias dentro de un tejido, en
dos grandes grupos. Aquellas bacterias que retienen cristal violeta se dice
gue son Gram- positivas, y aquellas que se decoloran durante la tincion se
dice que son Gram- negativas.

TLR4: Receptor semejante a Toll 4. Es un componente critico del receptor
complejo heteromérico que transduce sefiales liberadas por el
lipololisacarido (LPS) de bacterias Gram- negativas. El LPS se una a una
proteina de union a LPS (LBP) presente en suero. EI complejo es luego
reconocido por el receptor CD14. La estimulacion por LPS va seguida de
acercamiento fisico CD14 y el complejo TLR4/MD-2.

Traduccion: Segunda fase de la expresion genética que consiste en la sintesis de
un polipéptido dirigida por un mRNA, de manera que la secuencia de
nucleotidos del mRNA se “traduce” en una secuencia de aminoacidos de la

proteina.
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Transcripcion: Sintesis de una molécula de RNA complementaria de una cadena
de DNA, la informacion codificada en la secuencia de bases del DNA se
“transcribe” pues a la version de RNA molde de una sola cadena.

Transduccién: Es la transferencia de DNA de una célula bacteriana a otra por
medio de un virus, el bacteriéfago o fago.

Via Fas/ FasL: Es usada principalmente para regular la actividad de linfocitos y
reactividad de granulocitos y para prevenir la sobre reactivacion en ambos
tipos de células.

Zimogenos: Moléculas que pasan a ser cataliticamente activas cuando sufren la
ruptura. Los zimogenos deben romperse proteoliticamente en el intestino
para producir las enzimas activas.

57, 3. Direccibn en la que los nucleétidos se unen para formar a los
polinucledtidos; el grupo fosfato en posicion 5 de la pentosa se une por un
enlace éster con el hidroxilo 3" de la pentosa del nucledtido vecino y asi

sucesivamente.
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Tablas

Tabla. | Clasificacion de las enfermedades periodontales y condiciones

I Enfermedades Gingivales
A. Enfermedades gingivales inducidas por placa dental
1. Gingivitis asociada con placa dental solamente
a. sin otros factores locales contribuyentes
b. con otros factores locales contribuyentes (ver VII A)
2. Enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos
a. asociadas con el sistema endocrino
1) gingivitis asociada a la pubertad
2) gingivitis asociada al ciclo menstrual
3) asociada al embarazo
a) gingivitis
b) granuloma piégeno
4) diabetes mellitus asociada a gingivitis
b. asociadas con discracias sanguineas
1) gingivitis asociada a leucemia
2) otras
3. Enfermedades gingivales modificadas por medicamentos
a. enfermedades gingivales influenciadas por farmacos
1) agrandamientos gingivales influenciados por farmacos
2) gingivitis influenciada por farmacos
a) gingivitis asociada a anticonceptivos orales
b) otros
4. Enfermedad gingival modificada por malnutricién
a. gingivitis por deficiencia del acido ascoérbico
b. otros
B. Lesiones gingivales no inducidas por placa
1. Enfermedades gingivales de origen bacteriano especifico
a. lesiones asociadas a la Neisseria gonorrea
b. lesiones asociadas al Treponema pallidum
c. lesiones asociadas a especies estreptocéccicas
d. otras
2. Enfermedades gingivales de origen viral
a. infecciones por herpesvirus
1) gingivoestomatitis herpética primaria
2) herpes oral recurrente
3) infecciones por varicela- zoster
b. otros
3. Enfermedades gingivales de origen micético
a. infecciones por especies de Candida
b. eritema linear gingival
c. histoplasmosis
d. otros
4. Lesiones gingivales de origen genético
a. fibromatosis gingival hereditaria
b. otras
5. Manifestaciones gingivales de condiciones sistémicas
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a. alteraciones mucocutaneas

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

liquen plano
penfigoide

pénfigo vulgaris
eritema multiforma
lupus eritematoso
inducido por farmacos
otros

b. reacciones alérgicas

1)

2)

3)

materiales dentales restaurativos
a) mercurio
b) niquel
c) acrilico
d) otros
reacciones atribuibles a:
a) pastas dentales/ dentrificos
b) enjuagues bucales/ lavados bucales
c) aditivos en la goma de mascar
d) alimentos y aditivos
otros

6. Lesiones traumaticas (artificiales, iatrogénicas, accidentales)
a. dafio quimico
b. dafio fisico
c. dafio térmico

7. Reacciones a cuerpo extrafo

8. Otros no especificados (ONE)

Periodontitis Crénica
A. Localizada

B. Generalizada
Periodontitis Agresiva
A. Localizada

B. Generalizada

Periodontitis como una Manifestacion de Enfermedades Sistémicas
A. Asociada con alteraciones hematoldgicas
1. Neutropenia adquirida

2. Leucemia
3. Otros

B. Asociado a alteraciones genéticas

CoNoOA~WNE

Neutropenia familiar y ciclica

Sindrome de Down

Sindrome de deficiencia en la adhesion del leucocito
Sindrome Papill6n- Lefébre

Sindrome Chediak- Hagashi

Sindromes Histocitosis

Enfermedad de almacenamiento de glucégeno
Agranulocitosis genética infantil

. Sindrome de Cohen

10. Sindrome de Ehlers- Danlos (Tipos IV y VIII)

11. Hipofosfatasa

12. Otros

C. Otros no especificados (ONE)
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V. Enfermedades Periodontales Necrotizantes
A. Gingivitis ulcerosa necrozante (GUN)
B. Periodontitis ulcerosa necrozante (PUN)
VL. Abscesos del Periodonto
A. Absceso gingival
B. Absceso periodontal
C. Absceso pericoronal

VII. Periodontitis Asociada con Lesiones Endoddncicas
A. Lesiones combinadas periodéncicas- endoddncicas
VIII. Deformidades y Condiciones del Desarrollo o Adquiridas

A. Factores relacionados el diente que modifican o predisponen las enfermedades
gingivales inducidas por placa/ periodontitis
1. Factores anatdmicos dentarios
2. Restauraciones /Aparatos dentarios
3. Fracturas radiculares
4. Resorcién radicular cervical y perlas del cemento
B. Deformidades y condiciones mucogingivales alrededor de los dientes
1. Recesién gingival/ tejido blando

arwN

a. superficies faciales o linguales
b. interproximal (papilar)
Falta de encia queratinizada
Profundidad del vestibulo disminuido
Posicién aberrante del frenillo/ mascullo
Exceso gingival
a. pseudobolsa
b. margen gingival inconsistente
C. excesiva muestra gingival
d. agrandamiento gingival (verI. A. 3.y I. B. 4.)

6. Color anormal
C. Deformidades y condiciones mucogingivales en rebordes edéntulos
1.

2
3.
4,
5

m -

Deficiencia vertical y/o horizontal del reborde
Falta de tejido gingival/ queratinizado
Agrandamiento gingival/ tejido blando
Posicion aberrante del frenillo / masculo
Profundidad del vestibulo disminuida

Color anormal

D. Trauma oclusal
1. Trauma oclusal primario
2. Trauma oclusal secundario

Armitage GC. Development of a classificaction system for periodontal diseases and conditions.
Northwest Dentistry 2000; 79(6): 31- 35.
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Tabla Il. Células del sistema inmunoldogico

Leucocitos |Niveles Propiedades Receptores Funciones importantes
normales en|notables importantes en |en la inflamacion
sangre (por |(diametro celular|las
mm®) en sangre) interacciones
con el antigeno
Células
mieloides
Neutrofilo 400028000 Termina de CR1, CR3 Destruccion por
diferenciarse  en (Mac-1) fagocitosis de
sangre, citoplasma CR4 microorganismos
granular (9 a 10 FcyRII
um) C5aR(CD88)
CR1, CR3
(Mac- 1)
Monocito 200 a 800 Inmaduro en CR4,CD1 Puede diferenciarse vy
sangre (9 a 10um) FcyRI, FcyRII  transformarse en
Clase Il del macrofago, con diametros
MHC > 20 um
C5aR (CD88)  Funciones en la
fagocitosis y el proceso y
presentacion del antigeno
Célula N/ A Inmaduro en ICAM-1, LFA-1 Residente en el epitelio
dendritica sangre (9 a 10 Clase Il del parabasal
periférica um) MHC Funciona en el proceso y
CD1 la presentacion del
antigeno
Eosinofilo 50 a 300 Termina de FCeRIl  (baja Actividad antiparasitaria y
diferenciarse  en afinidad) antihelmintica ~ mediada
sangre, citoplasma FCyRI|I por IgE
granular (9 a 10 C5aR (CD88)
um) CD1, CR3
(Mac-1)
CR4
Basofilo 0a100 Termina de FCeRI (alta EI perfil de receptores
diferenciarse  en afinidad) sugiere que las celulas
sangre, citoplasma CR1, CR3, CR4 pueden responder a las

granular (9 a 10
pm)

C5aR (CD88)

infecciones bacterianas y
parasitarias.
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Célula cebada N/A

Células

linfoides

Células T 400 a 1600
CD4+

Células T 200 a 800
CD8+

Células B 200 a 800
Células NK 100 a 500

N/A

(8a10 um)

(8a10 um)

(8a10 um)

(8a15um)

FceRI
afinidad)
C3aR
C5aR (CD88)
CR4

TCR, CD4

TCR, CD8

BCR
Clase 1l
MHC

KIR, KAR

(alta Residente en el

del

tejido
conectivo perivascular
Efectos anafilacticos en
respuesta a C3ay Cba
Antigeno reconocido por
IgE

Examinan el antigeno que
le presentan las células
expertas presentadoras de

antigeno
En la inflamacion, esto
puede producir la

expansion clonal de las
células By células T
Examinan el antigeno
presentado por todas las
células

En la inflamacion, esto
puede producir la
expansion clonal y la
muerte de la célula
presentadora de antigeno
Unién a antigenos
solubles, proceso y
presentacion del antigeno
En la inflamacion, esto
puede producir expansion
clonal y secrecion de
anticuerpos

Examen de los antigenos
celulares, con muerte de la
celula blanco si KAR
examina el antigeno, sin
muerte si FIR examina el
antigeno

N/A- no aplicable. Newman MG, Takei HH, Carranza FA. Periodontologia Clinica. 9%. ed. U.S.A.

Ed. McGraw Hill Interamericana, 2002. Pp. 120.




Tabla Ill. Citocinas: origen y funcion

CITOCINA |FUENTE |FUNCION ESTIMULADORA
INTERLEUCINAS
IL-1: Mo, fibroblastos, céls. |Proliferacion de linfocitos By T activados
IL-1a cebadas, queratinocitos, | Induccion de PGE; y citocinas por Mo
IL-1B céls. endoteliales, LPS|Induccion de neutrofilos y moléculas de
bacteriano. adhesion de T sobre células endoteliales
Induccion de IL-6, IFNB1y GM-CSF
Induccion de fiebre, proteinas de fase aguda,
resorcion dsea por osteoclastos.
IL-2 T Crecimiento de linfocitos T y B activados;
activacion de linfocitos NK
IL-3 T, MC Crecimiento y diferenciacion de precursores
hematopoyéticos.
Crecimiento de mastocitos
IL-4 TCD4, MC, estroma de | Proliferacién de B activados, t, mastocitos y
MO precursores hematopoyécticos.
Induccion de CMH clase Il 'y FceR en
linfocitos B, p75 IL-2R rn linfocitos T
Modificacion de isotipo a IgG1 e IgE
Mo CPA 'y funcion citotoxica, fusion de Mo
(inhibicién de la migracion)
IL-5 CD4T,MC Proliferacion de linfocitos B activados;
produccion de IgM e IgA
Proliferacion de eosindfilo, expresion de p55
IL-2R
IL-6 TCD4, Mo, MC, | Crecimiento y difrenciacion de efectores de
fibroblastos linfocitos By T, y precursores
hematopoypecticos
Proteinas de fase aguda
IL-7 Células del estroma de |Proliferacion de linfocitos pre- B, linfocitos T
MO CD4, CD8y linfocitos T maduros activados
IL-8 Monocitos Quimiotaxis y activacion de neutrofilos
Quimiotaxis de linfocitos T
FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS
GM-CSF T, Mo, fibroblastos, |Crecimiento de colonias de granulocitos y Mo
MC, endotelio Activacion de Mo, neutréfilos y eosindéfilos
G-CSF Fibroblastos, endotelio | Crecimiento de granulocitos maduros
M-CSF Fibroblastos, endotelio, |Crecimiento de colonias de macréfagos
epitelio
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FACTORES DE NECROSIS TUMORAL

TNF-a Mo, T

TBF-B TCD4

Citotoxicidad tumoral, induccion de
produccion de proteinazas y estimulacion de
osteoclastos;

Induccion de proteinas de fase aguda

Actividad anti-viral y anti-parasitaria

Activacion de células fagociticas

Induccion de IFNy, TNFa, IL-1, GM-CSF e
IL-6

Shock endotoxico

INTERFERONES

Leucocitos
Fibroblastos
T (Mo?)

IFN-a
IFN-B
INF-y

Anti-viral; expresion del CMH de clase |

Anti- viral; activacion de Mo

Expresion de CMH de clase 1y Il en Mo y
otras células

Diferenciacion de T citotoxicos

Sintesis de 1gG2a por B activados

Antagonismo de varias acciones de IL-4

OTROS

TGF- B T,B

CSIF TCD4

LIF

Inhibicion de la regulacién ascendente de IL-
2R y proliferacion de linfocitos Ty B
dependiente de IL-2

Inhibicion (por TGFB1) de IL-3 +
hematopoyesis inducida por CSF

Modificacion de isotipo a IgA

Reparacion de heridas (quimiotaxina de

fibroblastos) y angiogénesis

Transformacidn neoplasica en ciertas células
normales

Inhibe la secrecion de IFNy

Proliferacion de stem cells embrionarias sin
afectar la diferenciacién, quimiatracciéon y
activacion de eosinofilos

Roit IM. Inmunologia. Fundamentos. 7a. ed. Espafia. Ed. Medica Panamericana,

1994, P.p. 138.

Mo- macréfago; MO- mastocito; BM- médula osea.
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Tabla IV. Caracteristicas diferenciales de especies Actinobacillus

= @ S »
8 g S5
S = =] o £ =
- s =} 2 S S5E£ 65
Caracteristicas = g 3 S <3 2
< < < < <ongd
. . . S o
— N o <t n = o
Hemdlisis en agar sangre | - d + - -
de borrego
Hidrélisis de:
Hipurato de sodio - + +
Esculina - - + (+)° -
Fermentacion de:
Celobiosa - - + -
Lactosa (+) + + + -
Manitol + + - + d
Melibiosa - - + + -
Trehalosa - + + + -

Krieg NR, Holt HJ. Bergey's manual of Systematic Bacteriology. VVolumen 1. Ed. Williams and Wilkins.
USA. 1984

(+), reaccion retardada
b Resultados con una sola cepa.
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Tabla IVa. Otras caracteristicas de especies Actinobacillus.

5 = E £58
< < < | < <2
Caracteristicas < N © < LIRS
Cépsulas formadas - - - + -
Exudacion extracelular presente en :

Preparaciones hlimedas + * * -

Manchas decoloradas - + + -

Crecimiento en agar MacConkey + + + + -
Catalasa d d + + +
Oxidasa + d d + +
Fosfatasa + + + + +
Gelatinasa - d - - -
Hidrogeno de sulfuro producido + d - - -
Prueba de rojo de metilo - - -
Prueba VVoges-Proskauer d - -
Prueba de azul de metileno + d d
Gluconato de sodio oxidado - - -
Almidon sintetizado de:

Glucosa + d -

Maltosa + d -

Lisina descarboxilasa - - - - -
Ornitina descarboxilasa - - - - -
Arginina dihidrolasa - - - § -
Fermentacion (acido no gas) de:
Adonitol - - - - -
Arabinosa d d + - -

Dextrina + v

Dulcitol - - - - -

Fructosa + + + + +

Galactosa + + + + d

Glucosa + + + + +

Glicerol d d + -

Inositol - - - - -

Inulina - - - -

Maltosa + + + + +

Manosa + + + +

Rafinosa d + + + -

Ramnosa - - - - -

Sorbitol - d - + -

Sorbosa - - - - -

Almidon - d d - d

Sucrosa + + + + -

Xilosa + + + + D

Krieg NR, Holt HJ. Bergey's manual of Systematic Bacteriology. Volumen 1. Ed. Williams and Wilkins. USA.
1984
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