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INTRODUCCION

La cavidad oral sirve como habitat para una gran variedad de bacterias. Se han
cultivado y clasificado taxondmicamente mas de 700 especies bacterianas. Sin
embargo, mas de la mitad de la microbiota oral aun no puede ser cultivada.
Una gran cantidad de bacterias puede adherirse a las superficies orales y
sobrevivir en el ambiente oral mostrando diferentes grados de predileccion de
sitio (Asikainen, 2000); especificamente a nivel de la placa subgingival, se
estima que estan presentes 415 especies (Feng, 2006). Tan sélo unas pocas
especies bacterianas presentes en el surco gingival conllevan a la aparicién de

algunas patologias como la enfermedad periodontal (Haffajee, 1994, 2005).

La enfermedad periodontal es un grupo de infecciones “eco-genéticas” que
lleva a la inflamacion de la encia y destruccion de los tejidos periodontales. En
casos severos esta acompafnado por la pérdida de hueso alveolar y exfoliacion
de los dientes o de sus sustitutos como los implantes (Haffajee, 1994; Bartold,
2006). En Colombia, segun el Ill Estudio Nacional de Salud Bucal de 1998 es
la segunda enfermedad con mayor prevalencia después de la caries.

Ya han sido plenamente identificadas las bacterias implicadas en su etiologia,
encontrandose un patron comun en el componente bacteriano de los pacientes
con periodontitis. Dentro de ellas, las mas implicadas estan: Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia Treponema denticola, Aggregatibacter
actinomicetencomitans, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus,
Prevotella intermedia, Eikenella corrodens , Dialister pneumosintes (Doan,
1999; Socransky, 2005). En los ultimos afios, se ha resaltado la importancia
de la presencia de bacilos entéricos en las muestras de placa subgingival de
pacientes con periodontitis crénica, periodontitis refractaria y periimplantitis en
un rango del 14% al 57% en diferentes poblaciones del mundo (Ferreira dos
Santos, 2002). En Brasil se han encontrado en una frecuencia de 31.2%.
(Barbosa, 2001).En las poblaciones asiaticas la prevalencia de las bacterias
entéricas se reporta en un rango del 57% (Sedgley, 1997). Los estudios

realizados en Colombia han mostrado una frecuencia de aislamiento del 39.2%



(Fayad, 2002) y de 32.5% evidenciandose una prevalencia importante de estos
microorganismos en placa subgingival en nuestra poblacion sin estar
dilucidado su papel en la patogénesis de la enfermedad periodontal (Roberts,
2005).

La interaccion entre las bacterias y las células eucariotas es compleja; existen
procesos activos que nos ayudan a vivir en armonia con las bacterias que viven
en nuestro cuerpo (Feng, 2006). Una de las células blanco de las bacterias
periodontopatégenas es el fibroblasto, la célula mas comun del tejido conectivo
periodontal. Juega un papel importante en la remodelacion de los tejidos
peridontales, produciendo proteinas tales como coldgeno y elastina, al igual
que las glicoproteinas y glicosa-aminoglicanos de la matriz extracelular. El
fibroblasto desempefia funciones importantes en la respuesta inmunolégica del
hospedero en la enfermedad periodontal, produciendo citoquinas, lo que ha
permitido establecer un nuevo modelo de sistema de sefalizacion celular para
la enfermedad periodontal (Wang, 2002). Se ha demostrado que el fibroblasto
puede ser infectado e invadido por bacterias como Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia y Aggregatibacter actinomicetencomitans mostrando
alteraciones tanto morfolégicas como en la organizacion del citoesqueleto.
(Dogan, 2000; Gutierrez-Venegas, 2007).

Ante la evidencia experimental que soporta que las células eucariotas al entrar
en contacto con patégenos periodontales pueden desencadenar mecanismos
de penetracion, necrosis y apoptosis celular , es importante hacer estudios de
viabilidad celular que permitan evaluar la supervivencia del fibroblasto al ser
cultivado con una enterobacteria como Escherichia coli teniendo en cuenta los
reportes de su aislamiento junto con otras enterobacterias a partir de bolsas
periodontales de pacientes con periodontitis cronica (Hakimuddin, 1999; Kato,
2000; Amano, 2003; Andrian 2004,Lafaurie, 2007).

Aun no hay estudios que permitan establecer el posible rol patdgeno de las
enterobacterias al entrar en contacto con los fibroblastos gingivales humanos
FGH. Es asi que al evaluar in vitro el posible dafio de una de las células del

tejido periodontal por Escherichia coli se podria proveer informacién crucial
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para el entendimiento del papel que pueden jugar las enterobacterias en la

etiopatogenia de la enfermedad periodontal.
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1 JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal es quizds la enfermedad crénica infecciosa mas
comun en los seres humanos (Lindhe, 2000).En Colombia, junto con la caries
todavia representan las dos enfermedades orales con mayor prevalencia y son
la causa de pérdida dental o de sus sustitutos (ENSAB Ill, 1998). Ya han sido
plenamente identificadas las bacterias implicadas en su etiologia y cdmo esto
puede ser un factor de riesgo para ocasionar alteraciones sistémicas tales
como enfermedad cardiovascular (Pogulske, 1999), bebes pretérmino con bajo
peso al nacer (Offenbacher, 1999,2007) y enfermedad respiratoria (Pesola,
2004). Por otra parte, se ha observado que las bacterias entéricas estan
presentes en muestras de placa subgingival de pacientes con periodontitis
cronica, refractaria y periimplantitis en diferentes poblaciones del mundo
(Barbosa, 2001; Botero, 2005; Fayad, 2002; Ferreira dos Santos, 2002,
Laufarie, 2007). La alta ocurrencia de estos bacilos entéricos en los pacientes
con periodontitis crénica puede ser relevante en el desarrollo y progreso de la
enfermedad (Barbosa, 2001; Laufarie, 2007)

No hay reportes de cuantificacion de los fenémenos de infeccidn celular de las
células eucariotas mas frecuentemente implicadas en la enfermedad
periodontal al ser infectadas por bacterias entéricas. Existe evidencia
experimental que soporta que las células eucariotas al entrar en contacto con
patdgenos periodontales pueden desencadenar mecanismos de infeccion e
invasion celular (Hakimuddin, 1999; Kato, 2000; Amano, 2003; Andrian 2004).
Sin embargo, aun no hay estudios que permitan establecer el posible rol como
agente patdgeno de las enterobacterias al entrar en contacto con los
fibroblastos gingivales humanos (FGH).

Al evaluar in vitro la supervivencia del fibroblasto gingival, una de las células
mas importantes del tejido periodontal frente a la infeccion con Escherichia coli
se podra proveer informacién para el entendimiento del papel que pueden

jugar las enterobacterias en la etiopatogenia de la enfermedad periodontal.
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Por lo tanto se hace necesario realizar estudios de los efectos de las
enterobacterias en cavidad oral y asi generar conocimiento en el proceso de
etiopatogénesis de la enfermedad periodontal, esclareciendo el rol patdgeno
de las enterobacterias representadas por Escherichia coli al infectar los
fibroblastos gingivales, los cuales juegan un papel muy importante en la

estructura de los tejidos periodontales y en la respuesta del hospedero.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar in vitro cambios en la viabilidad de los fibroblastos gingivales,

después de su cultivo con un indculo de una bacteria entérica, Escherichia coli

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

Establecer patrones de crecimiento para poblaciones de

fibroblastos gingivales humanos

Establecer curvas de crecimiento para aislamientos de Escherichia
coli a partir de bolsas periodontales de pacientes con periodontitis
cronica.

Determinar los efectos de los aislamientos de Escherichia coli
ensayada sobre la viabilidad de fibroblastos humanos gingivales

14



3 MARCO TEORICO

3.1 Tejidos Periodontales

El periodonto es definido como aquellos tejidos que revisten y le dan el
soporte necesario al diente para mantenerlo en adecuada funcion .Comprende
cuatro tejidos importantes que son la encia, el cemento radicular, el hueso

alveolar y el ligamento periodontal. Ver figura 1

N,

Encia

Cemento Radicular

Hueso Alveolar

Ligamento Periodontal

Figura 1. Tejidos Peridontales Lindhe, 2000

Cada uno de estos componentes periodontales es distinto en su localizacién,
arquitectura tisular, composicién bioquimica y celular, pero funcionan juntos
como una unidad. Cada uno de los componentes periodontales tiene una
estructura muy especializada y las caracteristicas estructurales definen
directamente la funcion. Los componentes de la matriz extracelular de alguno
de los tejidos periodontales pueden influenciar las actividades de las
estructuras adyacentes y asi los cambios patoldégicos que sucedan en
cualquiera de estos tejidos, pueden afectar los procesos de reparacién o
regeneracion de los otros tejidos periodontales (Bartold, 2000).

De los cuatro componentes del tejido periodontal, en este documento tan solo
se describird la estructura de la encia y su tejido conectivo. La encia es parte
de la mucosa masticatoria y anatdbmicamente se divide en areas marginal,
insertada e interdental. La parte de la encia que mira hacia el diente es

conocida como la union dentogingival, es una adaptacion de la mucosa oral
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que comprende los componentes del epitelio y del tejido conectivo (Glickman,
2000).

3.1.1 Epitelio gingival Oral
El epitelio esta dividido en tres componentes funcionales; epitelio gingival,

epitelio sulcular y epitelio de union, mientras que el tejido conectivo se divide en
superficial y profundo (Glickman, 1999). EIl epitelio gingival cumple con
importantes funciones protectoras y defensivas. Mientras que el epitelio gingival
oral y el epitelio del surco son ampliamente protectoras, el epitelio de union
juega un papel de considerable importancia regulando la salud tisular. (Bartold,
2000).

El epitelio bucal o externo cubre la cresta y la superficie externa del margen
gingival y la superficie de la encia insertada. Es un epitelio plano estratificado,
queratinizado o paraqueratinizado. Consta de una base de células cubicas, una
capa espinosa de células poligonales, una capa de células con granulos de
queratohialina y una capa superficial que puede estar queratinizada o
paraqueratinizada. En salud, la interfase entre el epitelio y el tejido conectivo es
demarcado por rete pegs, y cuando se desarrolla la inflamacion estos se van
prolongado. El epitelio se une al tejido conectivo subyacente por medio de una

lamina basal sintetizada por las células epiteliales basales (Lindhe, 2000).

3.1.2 Epitelio del Surco Oral
El epitelio sulcular es el epitelio que tapiza el surco gingival, el cual en salud

corresponde a una pequefa hendidura de aproximadamente 0.5 mm de
profundidad rodeando al diente entre la superficie dental y el margen gingival.
La base del surco gingival es donde se exfolian las células del epitelio de
unién. La estructura celular y composiciéon del epitelio del surco es muy similar
al epitelio gingival oral, de varias capas, plano estratificado y con frecuencia no
queratinizado sin prolongaciones epiteliales y se extiende desde el limite
coronal del epitelio de union hasta la cresta del margen gingival. El epitelio del
surco no esta infiltrado por leucocitos polimorfonucleares y parece menos

permeable. (Glickman, 2000).
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3.1.3 Epitelio de Union
El epitelio de unién proviene del epitelio reducido del esmalte en la medida que

el diente hace erupcion hacia la cavidad oral formando un collar alrededor de
la porcion cervical del diente, siguiendo la unién amelocementaria. La superficie

libre de este collar constituye el piso del surco gingival. Ver figura 2.

Epitelio del Surco

Epitelio Oral

» Epitelio de union

: :

Figura 2. Ubicacion Epitelio de unién Glickman, 1998

Béasicamente el epitelio de unidbn es un epitelio escamoso estratificado no
diferenciado con un alto recambio celular. La capa de células que miran hacia
el diente provee una estructura compleja denominada la insercion epitelial. Este
complejo consiste de dos membranas basales, una lamina basal que se
adhiere al diente y a la cual se adhiere la capa superficial por medio de
hemidesmosomas, involucra el complejo dento epitelial y otra asociada al
tejido conectivo subyacente. El epitelio de union forma la insercién tisular de la
encia a las estructuras del diente; es el que sella los tejidos periodontales
aislandolos del ambiente oral. Por tanto, su integridad es esencial para
mantener la salud periodontal, siendo la primera barrera de defensa (Bartold,
2006 a).

La interfase con el tejido conectivo no se caracteriza por la presencia de rete
pegs y tiende a ser recta con leves ondulaciones. A lo largo del epitelio de
union se aprecian migrando numerosos polimorfo nucleares PMN. Estos
leucocitos estan presentes en salud y aumentan en nimero con el acumulo de
placa bacteriana y se asocian con la inflamacién gingival. También se
encuentran linfocitos T distribuidos intraepitelialmente. (Bartold, 2000).

La matriz intercelular no solamente juega un papel en la adhesion celular, en la
insercion epitelial a la superficie dental y la adhesion a la membrana basal, sino

17



que también tiene un rol importante en la difusion de agua, nutrientes y
materiales toxicos como antigenos y otros metabolitos de la placa a través del
epitelio. Provee el vehiculo para el movimiento bidireccional de las sustancias
entre el tejido conectivo gingival y la cavidad oral con el egreso de fluido
crevicular y el ingreso de particulas extrafias. (Bartold, 2000, Lindhe, 2000).
Esta permeabilidad se considera como uno de los eventos principales
asociados en el establecimiento de la enfermedad. La enfermedad periodontal
se establece cuando se altera la estructura del epitelio de union, siendo esto un
ejemplo de como la estructura determina la funcién. (Lindhe, 2000). La
evidencia reciente indica que la mucosa epitelial, ademéas de su funciéon de
barrera protectora y de rapido recambio celular, cumple una funcion de
sefalizacion produciendo citoquinas y expresion de moléculas de adhesion
para reclutar neutréfilos y linfocitos especificos que van a controlar la
penetracion bacteriana, o bien iniciar el desarrollo de la inflamacién de los
tejidos periodontales (Sugiyama, 2002).

Las células del epitelio de union difieren considerablemente de las del epitelio
gingival. Contienen mas organelos citoplasmaticos como reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi; ademas de poseer espacios intercelulares
mas amplios que son llenados con fluido que contiene leucocitos polimorfos
nucleares y monocitos que pasan desde el conectivo subepitelal dentro del
surco gingival. Estas células mononucleares, junto con las moléculas que
secretan y otras derivadas de las células del epitelio de union, de los fluidos de
los tejidos y la sangre representan la primera linea de defensa en el control del
ataque microbiano. Dentro de estas moléculas estdn el alfa y la beta
defensinas, catelicidina LL37, Interleuquina (IL)8, IL-1la y IL-1p factor de
necrosis tumoral alfa (TNa), molécula de adhesion intercelular 1 y antigeno de
funcion linfocitico -3. (Kornman, 1997)

3.1.4 Tejido Conectivo gingival
El tejido conectivo gingival normal consiste de fibras colagenas altamente

organizadas, proteoglicanos ricos en leucina y componentes derivados del
plasma tales como fibronectina, osteonectina, tenascina, albumina y algunas
fibras de elastina (Bartold, 2006, b).
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El tipo de colageno varia segun el sitio de localizacion, origen e insercion. Asi
el colageno tipo | y lll 'y Xl se localiza inmediatamente por debajo del epitelio
gingival y a nivel del ligamento periodontal, mientras que el colageno tipo VII
se localiza a nivel de las fibrillas de anclaje de la membrana basal del epitelio
gingival oral. El colageno tipo Il aparece localizado como fibras finas
organizadas en un patron reticular cerca de la membrana basal del epitelio de
union. El colageno tipo IV es el mayor componente a nivel de lamina densa de
la membrana basal que une el tejido conectivo con el epitelio y cemento, en los
rete pegs y alrededor de los vasos y nervios. También se ha reportado
colageno tipo VI cerca de la membrana basal. Los estudios con
inmunotinciones han revelado que el colageno tipo V tiene un patrén de
filamentos paralelos que cubre a las fibras tipo | y Ill. (Bartold, 2000, 2006, b).
El colageno tipo | es el mas importante en todas las capas del tejido
conectivo gingival. Las fibras de colageno estan orientadas en dos patrones de
organizacién, uno consiste en bandas largas y densas de fibras gruesas, y el
otro tiene un patrén corto de fibras delgadas mezcladas con finas fibras
reticulares; esta organizado en fibrillas densas a nivel de la lamina propia, no
esta restringido a alguna regién en particular. Tiene un patron mas difuso a
nivel de la lamina propia. (Bartold, 2000 y 2006; Acosta, 2006).

La célula que predomina es el fibroblasto y se encuentra uniformemente
distribuido, también hay algunos macréfagos y uno que otro leucocito sin
embargo, no se observan células inflamatorias. La poblacion de los fibroblastos
no es homogénea, existe variacion en cuanto a su forma, proliferacion,
expresion de marcadores de membrana y funcién. Los fibroblastos son los
responsables de la produccion y mantenimiento de los componentes de la

matriz extracelular, incluyendo la reparacion (Wang, 2002).

3.1.5 Fibroblasto
El fibroblasto es la célula mas comun y predominante de los tejidos conectivos

del ser humano Es de origen mesenquimal e histéricamente se le considerd
de naturaleza uniforme y de contribuir pasivamente a los tejidos respondiendo
solamente cuando fuera requerido y se creia que eran de limitada variabilidad

debido a su estado diferenciado. Sin embargo, recientemente se ha
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demostrado que tiene muchos comportamientos debido a su fenotipo,
respuesta a las citoquinas y factores de crecimiento y a su papel en los tejidos
(Wang, 2002).

Bajo el microscopio de luz, los fibroblastos son normalmente reconocidos en
asociacion con agrupaciones de fibras colagenas. En reposo, en cortes
coloreados con hematoxilina y eosina estos se presentan como células
achatadas o ahusadas, con finas prolongaciones, nucleo oval cerrado, algo
achatado y escaso citoplasma, el cual es eosinofilo. Contiene de uno a dos
nucléolos y escasa cromatina finamente granulada. En actividad, como es el
caso del fibroblasto del ligamento periodontal, presenta un nucleo abierto con
una coloracion mas pélida y mucho mas contenido citoplasmatico (Bartold,
2000).

La morfologia y ultraestructura del fibroblasto ha sido bien estudiado in vivo
demostrando que tiene una tipica forma de estrella alargada con prominentes
organelos citoplasméticos verificado por estudios bajo el microscopio
electronico, donde los fibroblastos activos cuentan con una cantidad de
organelos complementarios dentro de los cuales se observan numerosos
complejos de Golgi y perfiles de reticulo endoplasmico rugoso, mitocondrias y
vesiculas secretoras, todos indicativos de la actividad sintética y secretora
manifiesta por este tipo de células. Asi mismo es posible apreciar la presencia
de un citoesqueleto complejo, constituido por un sistema de microtubulos y
microfilamentos, no moviles, pero se aumentan y se vuelven prominentes
cuando se requiere actividad de migracion, estos completan el patron de
complejidad estructural de esta célula multifuncional. Rara vez se ven en
contacto uno con otro; ellos tienden a existir de forma aislada adheridos a la
matriz circundante de colageno y otras glicoproteinas (Acosta, 2006).

In vitro, estas células pueden variar en su apariencia, lo cual incluye mayor
expresion de microfilamentos intracelulares y de fibras; ademas, se encuentran
en contacto directo unas con otras a través de uniones tipo gap.

Una vez diferenciados, los fibroblastos poseen la capacidad de replicarse
mediante divisiones mitdticas que varian en numero dependiendo si los
fibroblastos provienen de tejido embrionario o adulto antes que adquieran una

condicion de senescencia y mueran. (Acosta, 2006)
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Posee funciones muy particulares como son la formacion de fibras colagenas
(95% de colageno tipo 1) y de elastina. Sin embargo cumple otras funciones
igualmente importantes como son la produccion y mantenimiento de la
sustancia fundamental; son los responsables primarios de la sintesis de la
matriz extracelular, capacidad de sintetizar y fagocitar el colageno y los
componentes de la matriz extracelular en el proceso de remodelacion del tejido
conectivo; organizacion estructural del tejido conectivo y regulador del espacio
del ligamento periodontal. (Bartold, 2000)

Actualmente esta establecida la heterogeneidad de los fibroblastos que residen
en el periodonto. Las diferencias van desde la morfologia, ultra estructura,
proliferacion, sintesis de la matriz y capacidad de respuesta sin estar
dilucidadas las implicaciones biologicas y clinicas de estas variaciones a nivel
de las diferentes poblaciones. Estas funciones son necesarias para el normal
funcionamiento de los tejidos en salud, enfermedad y reparacion. Por ejemplo,
las poblaciones heterogéneas pueden representar subgrupos de células
responsables de una alta variedad de actividades que incluyen la fibrogénesis,
formacion de los tejidos conectivos o comunicacion intercelular. Los
fibroblastos estan involucrados en una cantidad de procesos necesarios para el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos por la via de la fagocitosis y la
secrecion de colagenasas. Uno de los principales mecanismos mediante el
cual sucede la remodelacion de los tejidos es a través de la fagocitosis del
coldgeno por parte de los fibroblastos durante el proceso de recambio tisular
(Bartold, 2006, b).

Los fibroblastos (incluyendo los fibroblastos gingivales) sintetizan un alto rango
de metalaproteinasas capaces de degradar el colageno, los proteoglicanos y
otros componentes de la matriz. Estas enzimas junto con las inhibidoras
ayudan a una degradacion controlada de la matriz para lograr una
remodelacion adecuada. (Bartold, 2000).

Por lo anteriormente descrito, queda claro que los fibroblastos son muy
sensibles a los cambios en el medio que los rodea, como son los cambios a
nivel de la matriz circundante. Estas células no solo tienen la habilidad para
responder de acuerdo a los mensajes recibidos, a las sefales paracrinas, sino

también pueden secretar un numero de factores de crecimiento, citoquinas y
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productos metabolicos que van a direccionar la actividad celular de una manera
autocrina. (Wang, 2002)

Ademas de regular la sintesis de la matriz y su remodelacion, los fibroblastos
poseen dos propiedades criticas para su funcionamiento. Estas son la habilidad
para indicar el sitio de migracion (quimiotaxis) y la capacidad de adherirse a
varios sustratos. Después de producirse una herida en los tejidos, la
cicatrizacion requiere del reclutamiento de células con capacidad de
regeneracion. La habilidad de los fibroblastos para migrar, hace gque se alargue
y emita unas pequefias extensiones llamadas lamelopodios que se adhieren
al sustrato. Después de la interaccion entre las integrinas, que son moléculas
receptoras de la superficie celular y la matriz, suceden cambios a nivel del
citoplasma del fibroblasto como son el re arreglo de los tabulos de miosina y los
filamentos de actina, y asi la célula es capaz de empujarse en direccion a la
posicion del lamelopodio y migrar. Se han descrito mas de diez
quimioatrayentes para los fibroblastos, muchos de los cuales estan presentes
en abundancia a nivel de los tejidos inflamatorios (Arce, 2007).

Una vez se reclutan los fibroblastos en el sitio del trauma, los fibroblastos son
capaces de inmovilizarse por si solos e iniciar la sintesis de la matriz. La
capacidad de adherirse a varios sustratos ha sido un tema de interés ya que
sus ramificaciones no solamente sirven para regeneracion y reparacion sino
también para transformaciones malignas. De hecho la adherencia de estas
células a la matriz extracelular es critica para mantener la adecuada forma
celular, funcién e integridad celular. Los mecanismos involucrados en la
adhesion célula-matriz requieren del reclutamiento de receptores de adhesion y
el consecuente ordenamiento de las proteinas cito esqueléticas que incluyen
procesos intra y extracelulares. Esta interaccion entre las moléculas de
adhesion y sus receptores conlleva a la activacion de varias vias de
sefalizacion importantes en el control de eventos diversos como pueden ser la
adhesion celular, migracién, apoptosis y regulacion génica. (Wang, 2002)

Los fibroblastos actian como células centinelas en el sistema inmune
mediante la produccion de citoquinas como IL.lg, IL-8 quimioquinas y sus
receptores (Ishikawa, 1997).

En el periodonto los patégenos bacterianos interactiian constantemente con las
células epiteliales de la encia, los fibroblastos y células inflamatorias. Los
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patdogenos bacterianos son reconocidos por los receptores tipo Toll que son
proteinas evolutivas conservadas que reconocen patrones moleculares
microbianos; estos han sido descritos también para los fibroblastos, a los
cuales se les une el lipopolisacarido (LPS) de Porphyromonas gingivalis y
después activan un sistema de segundos mensajeros (Wang, 2002).

Se ha demostrado la produccion de otras sustancias que potencializan su
actividad funcional y ademas actian como marcadores de identificacion. Dentro
de estas sustancias se encuentran: a) fosfatasa alcalina, un marcador de
diferenciacion temprana para células formadoras de tejido mineralizado, se
presenta en altas concentraciones en tejido éseo en crecimiento y posee gran
afinidad por el hialuronato; b) Factor inhibidor de reabsorcion 6sea, inhibe la
reabsorcion mediada por la hormona paratiroidea. c) Proteina no colagena de
15KD rica en acido aspartico, glutamico, glicina, alanina, leucina y lisina. d)
Proteina Osea gla, marcador especifico de célula osteoblastica, es una
proteina de union al calcio. €) Nédulos mineralizados de una forma inmadura
de hidroxiapatita, f) osteonectina, g) Bialucan, un proteoglicano 6éseo pequefio,
h) Prostaglandina E, y Tenascina, una glicoproteina antagonista a la
fibronectina (Acosta, 2006).

Los fibroblastos gingivales (FG) y los fibroblastos del ligamento periodontal
(FLP), son las dos poblaciones celulares que residen dentro del periodonto. Los
FLP tienen la responsabilidad de producir, mantener y remodelar el ligamento
periodontal, cemento y hueso alveolar. Una poblacién que tiene un papel
importante en la respuesta inmune periodontal son los fibroblastos gingivales
humanos (FGH). Como ya se explicO6 estdn comprometidos en el
funcionamiento normal y anormal de los tejidos periodontales, en su desarrollo,
mantenimiento, reparacion y defensa. Los FG poseen una tarea igualmente
importante, como es la produccion y el mantenimiento de la lamina propia del
tejido gingival blando. Estos fibroblastos producen y mantienen los
componentes extracelulares que proveen la integridad del tejido gingival. (Arce,
2007)

Al observar bajo el microscopio invertido de luz, ambos tipos celulares revelan
forma estrellada y alargada. Sin embargo, hay reportes que los FLP poseen

lagunas de glicogeno dentro de su citoplasma, las cuales alojan numerosas
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bandas de microfilamentos contractiles, que no se han observado en los
fibroblastos gingivales (Arce, 2007; Acosta 2006).

Los fibroblastos alteran sus funciones normales en respuesta a citoquinas
proinflamatorias. En la lesién gingival inicial, una de las caracteristicas mas
importantes es la reduccion del nimero de fibroblastos por campo. Se ha
sugerido que los fibroblastos gingivales FGH interactian con los productos
bacterianos y podrian inducir apoptosis en respuesta a la activacion de la via
extrinseca y asi pueden disminuir su nimero y/ o pueden eliminarse por medio
de la apoptosis (Arce, 2007).

La adherencia e infeccion de las bacterias orales a los fibroblastos ha sido
previamente descrita. Ha sido demostrada alteracion en el citoesqueleto de los
fibroblastos gingivales después de haber sido tratados con el LPS de
Aggegatibacter actinomycetencomitans (Gutiérrez-Venegas, 2007; Hellen,
1999). Se estableci6 con Porphyromonas gingivalis modelos in vitro de
penetracion y destruccion de células del tejido conectivo gingival como células
epiteliales y fibroblastos (Andrian, 2004; Chen, 2001). Con estudio de
microscopia electronica se mostré que los FGH pueden ser penetrados por
Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia (Dogan, 2000).
Porphyromonas gingivalis puede tener efecto citotoxico sobre los fibroblastos
(Johansson, 1996). No hay reportes que evallen los aislamientos clinicos de
enterobacterias como Escherichia coli infectando e induciendo alteraciones en
la viabilidad de los fibroblastos gingivales.

También se ha visto que los fibroblastos aislados de tejidos enfermos producen
colagenasas, mediadores inflamatorios y citoquinas como la interleuquina 6(IL-
6) y ademas pueden sobrevivir al efecto de algunas toxinas como la citoletal
de distensibn CDT producida por Aggregatibacter actinomicetencomitans
(Duncan, 2004; Kato, 2000). Bajo condiciones inflamatorias, el fibroblasto
contribuye a la inactivacion del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa)
escondiendo a su receptor (Wang, 2002). Recientemente se ha reportado que
el receptor CD14 se puede expresar tanto en la membrana del fibroblasto (M —
CD14) como en forma soluble (sCD14) (Kato, 2000).
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3.2 Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal representa un grupo de varias enfermedades
inflamatorias de la encia y de los tejidos de soporte del periodonto con
diferentes presentaciones clinicas y mecanismos de patogenicidad. (Bartold,
2006, a), siendo el biofilm dental la etiologia principal, cuyos productos
celulares y metabdlicos van a proveer antigenos bacterianos que pueden
tener un efecto directo o indirecto sobre la respuesta innata del hospedero.
Esta respuesta incluye infiltracion linfocitica y la subsecuente secrecién de
citoquinas, las cuales conllevan a la destruccion de los tejidos periodontales
duros y blandos (Darveau, 1997 ).

Como sintomas principales de la periodontitis se han descrito: la inflamacion
con presencia de bolsas verdaderas y pérdida 6sea (pérdida de insercion) las
cuales se presentan con diversas variaciones y grados de severidad
conllevando a la pérdida dental o de sus sustitutos como los implantes. Pueden
estar complicadas por otras alteraciones patologicas adicionales (Lindhe,
2000).

Esta patologia ha sido clasificada en: gingivitis, periodontitis, enfermedades
necrosantes y de afectacion sistémica, siendo la gingivitis una inflamacion de la
encia que no altera las estructuras de soporte y es de caracter reversible. Sin
tratamiento es posible que permanezca estacionaria durante afios con
oscilaciones de pequefa intensidad o puede evolucionar a periodontitis
(Armittage, 1999).

La enfermedad periodontal es un complejo multifactorial que involucra multiples
especies bacterianas, e interacciones celulares del hospedero. Todo esto
condicionado por factores de riesgo tanto innatos como adquiridos. (Ver Figura
3). Ha sido implicada en patologias sistémicas de tipo inflamatorio como la
ateroesclerosis; ademas se le considera como factor de riesgo para ocasionar
alteraciones sistémicas tales como enfermedad cardiovascular e infartos
(Pogulske, 1999; Cohen, 1998), bebes pretérmino y bajo peso al nacer
(Offenbacher, 1999) y enfermedad respiratoria (Pesola, 2004).

Las especies bacterianas que se han identificado como periodontopatogenas,
producen vy liberan una serie de moléculas bioldgicas que actuan en los tejidos
del hospedero destruyendo su integridad. Estos factores de virulencia van a
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causar que el hospedero responda de tal manera que ocasione su propia
destruccion (Pogulske,1999) desencadenando una respuesta inmune que
protege a la bacteria de las defensas del hospedero (Holt, 2000). Ver Figura 3.

La interaccion entre un patégeno y el hospedero durante la enfermedad es
una accion dinamica en la cual la estrategia ingeniosa de las bacterias para
sobrevivir y multiplicarse es confrontar las defensas formidables del hospedero
(Lindhe, 2000). La respuesta inmune que se desencadena por accion del
ataque microbiano en la enfermedad periodontal es un arma de doble filo: por
una parte, los microorganismos atacando, y por la otra el huésped tratando de
defenderse. El mantener un equilibrio entre estas dos propiedades en conflicto
y preservar la salud, se asegura por inmunoregulacion. La enfermedad
periodontal es un ejemplo donde la respuesta del huésped es incapaz de
eliminar a las bacterias causantes de la patologia (Kinane, 2005). Ver figura 3.

Patogénesis de la Periodontitis en Humanos
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Figura 3. Patogénesis de la Enfermedad Periodontal. Page y Kornman, 1997

El proceso de patogénesis de la enfermedad se explica de la siguiente manera:
las bacterias del biofilm y sus productos interactian con el epitelio de unién y

penetran dentro del tejido conectivo subyacente. El pequefio plexo de vasos
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sanguineos que rodea al epitelio de union se inflama y los leucocitos salen de
las vénulas post-capilares, incrementandose el numero de neutréfilos que
migran a través del epitelio de union hasta el surco gingival. El colageno peri
vascular se destruye al igual que otros componentes de la matriz extracelular.
En la medida en que el biofilm se va extendiendo hacia apical dentro del surco
gingival, proliferan las células coronales del epitelio de unién formandose la
bolsa periodontal. Posteriormente, las células apicales del epitelio de unién
proliferan y migran hacia apical a lo largo de la superficie radicular
convirtiéndose en un epitelio ulcerado. En una fase temprana, hay un
predominio de infiltrado leucocitario, al igual que linfocitos B 'y T con
caracteristicas tanto de células T-helper Thl y Th2. Subsecuentemente, la
lesion es dominada por las células B, que se van a diferenciar en plasmocitos.
En esta etapa de la lesion, también persisten los linfocitos T que son activados
antigénica o mitogénicamente  para replicarse. En la medida que la
enfermedad empeora, la bolsa se profundiza y los componentes de la matriz
extracelular de la encia y del ligamento periodontal se destruyen y el hueso

alveolar es reabsorbido (Kornman, 1997; Page, 1997). Ver figura 4
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Epitelio del
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Figura 4. Lesion Avanzada Page, 1997

Los estudios histomorfométricos de los tejidos gingivales sanos y enfermos
demuestran que a medida que la inflamacion se desarrolla, disminuye el
volumen de los tejidos ocupados por los fibroblastos, alterandose el
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metabolismo del tejido conectivo; es decir, que se degradan los componentes
de la matriz extracelular como la fibronectina ademés de la alteracion de la
sintesis y el balance del coldgeno. Se activan las metaloproteinasas
(colagenasas, gelatinasas, estromalisinas y metaloproteinasas) de matriz
producidas por los macrofagos y fibroblastos del hospedero (Andrian, 2004;

Ishikawa, 1997). Ver ilustraciones 3 y 4.

3.2.1 Microbiologia de la Enfermedad Periodontal
La etiologia microbiana de la periodontitis ha sido estudiada extensivamente.

Es claro que un consorcio de bacterias participan en la iniciacién y progreso de
la enfermedad junto con los factores determinados por el hospedero
modificados por los aspectos ambientales y genéticos (Page,1997; Kinane,
2005; Feng, 2006).

La transicion de salud a enfermedad en los tejidos periodontales esta
acompafada de cambios en la microflora predominantemente de cocos
aerobios gram-positivos a bacilos anaerobios gram-negativos , estableciendose
dos tipos de sucesidn microbiologica: la autogénica donde la secuencia de
especies se da porgue la poblacion residente altera el medio de tal manera que
son reemplazadas por otras especies que se adaptan mejor al habitat
modificado. Y la sucesion alogénica , donde un tipo de comunidad es
reemplazado por otra porque su habitat es alterado por factores no
microbianos, como cambios en las propiedades quimicas o fisicas, o por
cambios en el hospedero (Socransky, 2005).

En la mayoria de los estudios de microbiologia periodontal realizados en
diferentes poblaciones se ha encontrado un patrén comdn en el componente
bacteriano de los pacientes con periodontitis, estableciéndose un perfil
microbiolégico de acuerdo al area geogréafica, aspectos raciales, habitos,
condiciones de vida etc. (Sedgley, 1997; Barbosa, 2001; Botero, 2005). Del
total de bacterias clasificadas en la microbiota oral especificamente a nivel de
la placa subgingival, se estima que estan presentes 415 especies (Feng, 2006).
Pero no son todos estos microorganismos los responsables de la progresion
biologica de una encia sana a la destruccion de los tejidos periodontales de

soporte.Tan sélo unas pocas especies bacterianas presentes en el surco
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gingival tienen caracter periodontopatogénico (Haffajee, 1994). Los parametros
clinicos de la periodontitis tales como el sangrado al sondaje y la profundidad
de la bolsa han sido relacionados con la microbiota subgingival especifica
(Socransky, 2004). Dentro de ellas, las mas implicadas son: Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Aggregatibacter
actinomicetencomitans, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus,
Prevotella intermedia, Eikenella corrodens , Dialister pneumosintes. Ademas
de bacterias periodontopaticas presentes dentro del biofilm dental, se ha
aislado microflora no usual de muestras de placa subgingival de pacientes con
periodontitis crénica y de lesiones de mucosa peri-implantar, sin estar
dilucidado su papel en la patogénesis de la enfermedad periodontal. (Sedgley,
1997; Doan, 1999; Barbosa, 2001; Botero, 2005; Laufarie, 2007; Fayad, 2002,
2007).

Los complejos microbianos han sido asociados segun la secuencia de
colonizacion en la superficie dental y segun la severidad de la enfermedad. Es
asi que el denominado “complejo rojo” aparece en la fase tardia del desarrollo
del biofilm dental y corresponde a los sitios que expresan periodontitis activa.
Este complejo comprende los patdgenos periodontales Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola. (Edwars, 2005;
Socransky, 2005). Ver Figura 5

Figura 5. Complejos Microbianos. Sockransky and Haffajee, (2005) Periodontology 2000.

En condiciones de salud gingival, el epitelio est4 expuesto a varios productos

de las bacterias y para que las bacterias periodontopaticas causen la

enfermedad periodontal, es escencial que sean capaces de aherirse, colonizar
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la bolsa periodontal y producir factores de virulencia que afecten directamente
los tejidos del hospedero o que en conjunto liberen grandes cantidades de
metabolitos como acidos grasos, acido butirico o propidnico y péptidos del tipo
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina que pueden ser tdxicos o actuar como
guimo-atrayentes ( Takii, 2005; Kornman, 1997; Holt, 2000).

Los factores de virulencia son las moléculas producidas por unos
microorganismos capaces de cumplir varias funciones: habilidad para inducir
las interacciones hospedero-bacteria (adherencia); habilidad para invadir al
hospedero; habilidad para crecer en los confines de la célula hospedera y
habilidad para evadir las defensas del hospedero. Dentro de estos factores de
virulencia se encuentran los componentes de la pared bacteriana, las capsulas,
los pilis y varias enzimas tipo proteasas (Holt, 2000).

De Ilos moduladores bacterianos que intervienen en la respuesta
inmunoinflamatoria mas estudiados ha sido el lipopolisacérido (LPS). El
lipopolisacéarido es un componente clave de la pared de las bacterias gram-
negativas y esta compuesto de azlcares, fosfatos y acidos grasos que
producen el lipido A. El lipido A producido por el lipopolisacarido de las
bacterias orales tiene la misma estructura que el de las enterobacterias, su
estructura completa ha sido estudiada para pocas especies, y es bien
conocida para Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomicetencomitans siendo similar su estructura al lipido A de Escherichia
coli (Dixon, 2004; Duncan 2004; Martin, 2001).

3.2.1.1 Porphyromonas gingivalis
Es un bacilo corto pleomorfico, gram negativo, anaerobio no fermentativo

frecuentemente aislado de muestras de biofilm subgingival. De manera rutinaria
se le reporta como una de las bacterias patogénicas mas importantes asociada
a varias enfermedades periodontales caracterizadas por pérdida 6sea alveolar.
Existen al menos tres serogrupos antigénicamente diferentes, A, By C que

producen factores asociados con virulencia. Especificamente, estas especies
muestran capacidad de adherirse a una variedad de tejidos y células del
hospedero, demostrando facilidad para invadir y multiplicarse. Dentro de estos
factores de virulencia se incluyen moléculas y estructuras que son esenciales

para interactuar con el hospedero. Se han estudiado a sus factores de
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colonizacion como la capsula y pilis, enzimas como colagenasas tipo 1y IV,
gingipainas, proteasas, hemaglutininas y lipopolisacéridos entre otros (Guilarte,
2005; Holt, 2000; Takii; 2005; Slots, 2000).

La viabilidad de algunas bacterias periodontopatégenas como P. gingivalis y
su habilidad para replicarse dentro de las células del hospedero han sido
estudiadas por microscopia confocal (Houalet, 2001), por medio de la
expresion de los productos de sus genes (Yoonsuk, 2004), y por modelos in
vitro que demuestran su capacidad de penetracion y de destruccion (Rudney,
2001, 2005 y Andrian, 2004). También se ha evaluado su efecto en la
viabilidad a nivel de células endoteliales demostrando que la bacteria puede
modular la respuesta de las citoquinas de estas células conllevando a su
muerte (Baba, 2002; Sheets, 2005). Ha sido demostrado que la proteasa de
Porphyromonas gingivalis puede causar muerte en los fibroblastos gingivales
humanos, indicando que la misma enzima puede contribuir a la iniciacion de la
infeccion y al desarrollo de la enfermedad periodontal in vivo (Wang, 1999;
Amano, 2003; Chen, 2001).

La induccién de apoptosis de los fibroblastos gingivales humanos por
Porphyromonas gingivalis y sus proteasas ha sido estudiada (Wang, 1999,
Urnowey; Marriott, 2005; 2006, Arce, 2007 y Stathopoulou en 2009). P.
gingivalis induce poca apoptosis en FGH a tiempos tempranos, pero es
significativa a las 24 horas de cultivo (Urnowey, 2006). Los resultados de estos
estudios sugieren heterogeneidad en la habilidad de las diferentes cepas de P.
gingivalis para adherirse a los fibroblastos gingivales como la cepa ATCC

33277 que es altamente adherente pero no invasiva (Pathirana, 2007).

3.2.1.2 Bacterias Entéricas
Ya se ha observado que las bacterias entéricas estan presentes en muestras

de placa subgingival de pacientes con periodontitis crénica y periimplantitis en
un rango del 14% al 57% en diferentes poblaciones del mundo (Barbosa, 2001,
Botero, 2005; Fayad, 2002, Laufarie, 2007). En Brasil, se han encontrado en
una frecuencia de 31.2%. En las poblaciones asiaticas la prevalencia de las
bacterias entéricas se reporta en un rango del 57% (Sedgley, 1997). Los
estudios realizados en Colombia han mostrado una frecuencia de aislamiento
del 39.2% (Fayad, 2002, 2007) y de 32.5% (Laufarie, 2007) evidenciandose
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una prevalencia importante de estos microorganismos en placa subgingival en
nuestra poblacion. Las diferencias entre regiones fue mas alta en la region
central y mas baja en Bogota (Laufarie, 2007). La especie Enterobacter cloacae
ha sido la mé&s prevalente, seguidas de Klebsiella pneumoniae vy
Pseudomona aeruginosa. Escherichia coli ha mostrado una prevalencia del 7%.
La alta ocurrencia de estos bacilos entéricos en los pacientes con periodontitis
cronica puede ser importante en la patogénesis de la enfermedad (Barbosa,
2001; Guilarte, 2005).

Las enterobacterias se encuentran en el origen de gran niumero de infecciones
oportunistas y juntas con las Pseudomonas, constituyen un porcentaje elevado
de las infecciones hospitalarias. Son muy ubicuas, difunden en el medio
ambiente y son capaces de sobrevivir en medios minimos y capaces de
colonizar las mucosas incluida la oral (Nanninga 1198). Ciertas especies de
bacterias pertenecientes a las familias Enterobacteriaceae y
Pseudomonadaceae son patdgenos oportunistas en humanos y los estudios
epidemioldgicos de varias partes del mundo reportan diferente prevalencia de
estas bacterias a nivel de la cavidad oral en poblaciones sanas (Barbosa,
2001). Estos microorganismos también han sido aislados de la cavidad oral de
pacientes que usan proétesis removible, atribuyéndoles ser la causa del mal olor
(Golberg, 1997).

Los bacilos coliformes, comprenden un grupo de bacterias pertenecientes a los
géneros Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, que forman parte de la flora
normal del tracto gastrointestinal en humanos y animales y que son usados
como indicadores de condiciones sanitarias. La via exdgena mas importante
para el ingreso de estos microorganismos al organismo humano es la cavidad
oral. En varios estudios se ha observado un aumento significativo de coliformes
a nivel oral y en fuentes exdégenas de contaminacion como cepillos dentales,
expuestos en ambientes como el de los bafios. La presencia de coliformes en
cavidad oral se ha asociado a habitos de mala higiene oral, ingesta de agua y
comida contaminada por inadecuada manipulacién, contaminacion oro fecal,
uso indiscriminado de antibidticos y auto inoculacion con instrumentos de
higiene oral como los cepillos dentales y también han sido asocia asociados a
situaciones de inmunosupresion (Golberg, 1997). Aungue no se ha estimado el

impacto de la cavidad oral como reservorio de estos microorganismos
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oportunistas que afectan la salud sistémica, estas especies han sido asociados
a un desequilibrio de la flora oral relacionada con la periodontitis, favoreciendo
la progresion de la enfermedad y afectando la respuesta al tratamiento. Su
presencia en cavidad oral ha sido asociada con xerostomia, hospitalizaciones y
terapias antibidticas cronicas. Diversos autores sefialan que las bacterias
presentes en la saliva, pueden ser consideradas bacterias planctonicas, sin
embargo, estas pueden llegar a adherirse sobre superficies duras (diente,
reconstrucciones, protesis e implantes) formando biopelicula dental y
favoreciendo la transicion hacia patologias orales como es la enfermedad
periodontal (Scolozzi, 2005).

Estos microorganismos por lo general, son de facil cultivo y poco exigentes en
cuanto a requerimientos nutricionales ya que tienen la capacidad de sobrevivir
en medios relativamente simples. Las enterobacterias pueden presentar
factores de virulencia capaces de agravar el cuadro periodontal ya que han
sido implicadas en casos de periodontitis refractaria y se ha demostrado su
capacidad de adherencia a Candida albicans (Biasoli, 2003). Ademas de
dificultar los tratamientos convencionales, el reservorio de estos
microorganismos puede comprometer la vida de pacientes debilitados
sistémicamente; cumplen un papel importante en el desarrollo de infecciones
oportunistas como septicemia, neumonia, meningitis e infecciones del tracto
urinario. Los géneros mas relacionados con estas patologias son los miembros
de esta familia, Citrobacter spp, Enterobacter spp, Escherichia spp y Klebsiella
spp, considerados indicadores de contaminacion fecal (Ferreira dos Santos,
2002). Estéan ligadas con el pobre control de la contaminacién cruzada (mano-
ano-boca) y en general, con el desconocimiento de las medidas de higiene
adecuadas (correcto lavado de manos y alimentos), siendo estos factores de
riesgo importantes dentro del manejo simultaneo de la enfermedad (Golberg,
1997).

El género Escherichia, y su principal especie, Escherichia coli estan
constituidos por enterobacterias méviles que fermentan la lactosa y la glucosa,
con produccion de gas y acidos, fermentacion acido-mixta (Koneman, 1987).Es
un bacilo gram negativo poco exigente en su necesidad nutritiva y
relativamente resistente a los agentes externos y a un gran numero de

antibioticos. Forman la mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia
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facultativa del tubo digestivo. Es frecuente que se encuentre en el medio
ambiente donde es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los
alimentos.

Escherichia coli tiene una estructura antigénica especifica con antigenos
somaticos(O), capsulares (K), flagelares (H) y en las fimbrias (F).Se conocen
alrededor de 167 antigenos soméaticos, 103 capsulares, 75 antigenos H y
alrededor de 12 antigenos F que ha permitido establecer una clasificacion de
Escherichia coli en grupos O y serotipos, algunos de los cuales estan
relacionados con cuadros patologicos (Nanninga, 1998). Las fimbrias actian
por su capacidad de adherencia. Las fimbrias tipo 1 o manosa sensible (MS)
son muy ubicuas y se encuentran en la mayoria de Escherichia coli aisladas.
Se considera que facilitan la adherencia al intestino y a la mucosa urinaria. Las
fimbrias manosa resistentes (MR) denominadas también factores de
colonizacion, facilitan la fijacién en receptores especificos de las células de las
mucosas. Por otra parte, los antigenos O y K presentan propiedades
antifagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero y son
responsables de la virulencia de las cepas invasivas, cuyas sintesis esta
codificada por plasmidos de elevado peso molecular (Nanninga, 1998).

Al igual que todas las enterobacterias, presentan una endotoxina ligada al
lipopolisacarido, en especial al lipido A. Pero ademas, algunas cepas pueden
producir exotoxinas cuya sintesis estan codificadas por la presencia de
plasmidos, que a su vez pueden tener genes asociados con la capacidad de
adherencia y otras propiedades, como la produccién de colicinas, hemolisinas y
resistencia a los antibiéticos. Existen cepas de Escherichia coli caracterizadas
por su capacidad de penetrar e invadir las células del epitelio intestinal y se
considera que la capacidad de penetracion es debida a la presencia de
antigenos superficiales, en especial de proteinas de la membrana externa.
Algunas cepas son hemoliticas y se han descrito dos hemolisinas, una
asociada al soma bacteriano y otra difusible, cuya importancia como
determinantes de la patogenicidad no esta clara. Como patdgeno primario,
Escherichia coli puede intervenir en procesos patolégicos verdaderos como
son las infecciones intestinales con diarrea y, como oportunista puede
ocasionar cuadros extraintestinales diversos, como es el reporte de

osteomielitis mandibular (Barbosa, 2001; Hajishengallis, 2005; Scolozzi, 2005).
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3.3 Cultivos Celulares
La técnica de explante para cultivos primarios fue originalmente descrita por

Harrison en 1907 y por Carrel en 1912 quien introdujo el método aséptico. Los
cultivos primarios son obtenidos del aislamiento de células provenientes de un
tejido, incluyen el crecimiento celular inicial hasta antes de su subcultivo. En el
cultivo y crecimiento de fibroblastos gingivales humanos se puede emplear el
método de cultivo estacionario 0 en monocapa cuya caracteristica es la
afinidad de las células por un soporte. En este tipo de cultivo se debe cambiar
el medio y en segundo lugar se requiere de repicaje 0 pasaje, que consiste en
transferir la poblacion celular de una placa de cultivo donde toda la superficie
esta cubierta a otra u otras placas nuevas (Freshney, 2000; Gonzalez y
Pereira, 2002).

Los cultivos primarios conservan las propiedades de las células iniciales en los
primeros dos o tres pasajes pero el crecimiento celular disminuye con el
aumento del numero de los mismos y/o cuando las células pierden alguna de
sus propiedades biolégicas. El crecimiento de las células en un cultivo celular
primario depende de la supervivencia de estas a las diferentes técnicas de
disgregaciéon y a la capacidad de adherirse al sustrato y sobrevivir en
suspensiéon. La proliferacion depende de la presencia de estas células
competentes no diferenciadas capaces de proliferar en condiciones de cultivo
especiales y su crecimiento esta sujeto al espacio disponible hasta que se
desencadene el fendmeno de inhibicién por contacto (Freshney, 2000; Grady,
1960).

En la técnica de cultivo por explantes, las biopsias son fragmentadas y se
adhieren al frasco de cultivo. Los fragmentos se mantienen en condiciones
Optimas que permiten que el fibroblasto migre a partir del fragmento de la
biopsia e inicie su crecimiento por divisiones sucesivas hasta cubrir con una
monocapa la totalidad del frasco de cultivo. Se asume que las células mas
fuertes son las que migran fuera de la pieza del tejido (Arévalo, 2004).

La regulacion del fenotipo en las células cultivadas esta influenciada por un

gran namero de factores como las interacciones célula a célula y la presencia
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de factores de crecimiento que afectan la fisiologia celular (Felton, 1997). Entre
estos factores se consideran:

Adhesion celular: Los fibroblastos requieren de un sustrato para fijacion y
propagacion. Estas células son capaces de adherirse a cualquier superficie que
demuestre carga negativa, propiedad que es aprovechada al utilizar como
soporte frascos de poliestireno. Se sabe que la adhesion esta mediada por
receptores especificos de superficie y por moléculas en la matriz extracelular.
Este proceso es facilitado por proteinas mediadoras de la adhesion como las
Cadherinas y las CAMs (cell to cell adhesién molecules); en las interacciones
célula-sustrato participan las integrinas, fibronectina, entactina, laminina vy
coldgeno. Otros mediadores de la adhesién son los proteoglicanos, colageno y
otros receptores de baja afinidad (Gillies, 1986).

Proliferacion celular: Durante la fase G; del ciclo celular las células son
particularmente susceptibles al control de la progresion del ciclo celular. Los
puntos de control durante S y G, determinan la integridad del ADN vy
establecen la ruta de reparacion previa a la mitosis o la entrada a la apoptosis.
El inicio de la divisién esta regulada por sefiales del medio ambiente; una baja
densidad celular permite la entrada al ciclo en presencia de factores de
crecimiento adecuados interactuando con receptores de membrana;
densidades altas inhiben la proliferacion lo que ocasiona cambios en la forma
de las células con la subsiguiente reduccién de la tasa de proliferacion. Este
fendmeno se conoce como inhibicidn por contacto (Belibasakis, 2004; Grady
1960).

Metabolismo Energético: La tasa de crecimiento esta fuertemente afectada por
factores ambientales como la disponibilidad de oxigeno, sin embargo hay
factores mas importantes como la alimentacion y suministro energético. En
estados de hiperoxia se han detectado efectos citotoxicos que afectan la
supervivencia y la vida media, especificamente en las lineas celulares ya
establecidas (Dierick, 2002; Piche, 1989).

Las células explantadas de organismos pluricelulares que son mantenidas in
vitro no poseen las caracteristicas propias de los organismos unicelulares. Las
células puestas en cultivo se van a nutrir a partir del medio de cultivo. Pero los
nutrientes que hay en el medio se van a ir agotando a medida que transcurre el

tiempo, a la vez que en él se van a ir acumulando deshechos celulares. Por lo
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tanto estas células necesitan un sistema de nutricion y de retirada de residuos,
que realice el papel que desarrolla in vivo el sistema circulatorio, porque con el
agotamiento de los nutrientes y el aumento de detritus en el medio de cultivo
se produce la muerte celular. Por tanto, el medio de cultivo va a tener que ser
renovado (Gil-Loizaga, 2006).

Hay cuatro factores que indican la necesidad del reemplazar el medio de
cultivo, que son: la caida del pH, concentracion celular, tipo celular y volumen
celular, profundidad y area de la superficie de cultivo. Los reemplazos del
medio de cultivo deben realizarse con una frecuencia determinada que coincida
con la duplicacion de la poblacién celular (Gil-Loizaga, 2006).

La medicion de las tasas de proliferacion celular se emplea para determinar la
respuesta de las células ante un estimulo especifico. También es importante la
cuantificacion del crecimiento del cultivo en el mantenimiento de rutina, ya que
es un elemento crucial para monitorear la consistencia del cultivo y asi saber el
mejor tiempo para hacer los subcultivos, para conocer las diluciones 6ptimas y
estimar la eficiencia a diferentes densidades celulares (Freshney, 2000).

En los cultivos celulares se reconocen tres fases. La fase | de adaptacion o
fase Lag, la fase Il proliferativa y la fase Il de Plateau que corresponde a un
periodo de aparente disminuciébn en la tasa de proliferaciébn celular
acompafada de cambios morfolégicos (Freshney, 2000). Figura 6

El conocimiento del estado de crecimiento de un cultivo, y sus parametros de
cinética, son criticos para el disefio de experimentos con cultivo de células. Los
cultivos varian significativamente en algunas de sus propiedades entre la fase
lag, el periodo de crecimiento exponencial (fase log) y la fase estacionaria
(Plateau). Por eso es importante tener en cuenta el estado de crecimiento de
los cultivos tanto al inicio del experimento como en el momento de tomar la
muestra con el fin de poder determinar si las células estan o no proliferando, y
si es asi, determinar el tiempo que dura la duplicacion celular (PDT), y el
tiempo del ciclo celular. Las células que han entrado a la fase de plateau tienen
reduccion de la fase de crecimiento, una morfologia diferente, pueden estar
mas diferenciadas y pueden volverse polarizadas. Generalmente tienden a
secretar mayor cantidad de matriz extracelular, y ademas son mas dificiles de
disgregar. Los cultivos celulares generalmente son mas consistentes y

uniformes en la fase log y tomar muestras hacia el final de la fase log brinda
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mayor campo de accion y mayor reproducibilidad. ElI PDT derivado de la curva
de crecimiento no debe ser confundido con el ciclo celular o el tiempo de
generacion. Es una figura promedio que se aplica a toda la poblacién y
describe el resultado neto de amplias ratas de division, incluyendo la division
cero. El PDT es influenciado por las células que crecen y por las que se
mueren, a diferencia del ciclo celular que es medido desde un punto en el ciclo
hasta que vuelve a alcanzarse el mismo punto y se refiere solamente a las
células que se dividen en la poblacion. Hay que tener en cuenta que un nuevo
ciclo de crecimiento empieza cada vez que se realizan subcultivos. (Freshney,
2000)
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Figura 6. Fases de la curva de crecimiento para cultivos celulares. (Freshney, 2000)

3.4 Viabilidad y muerte celular

En la lesion inicial gingival, una de las caracteristicas mas importantes es la
reduccion en el numero de fibroblastos por campo (Page, 1997). En teoria se
desconoce la explicacion de este fendmeno. Una hipotesis sugiere que los
fibroblastos se pueden disminuir y/o eliminar por medio de la apoptosis (Arce,
2007). La apoptosis es un fenomeno que forma parte del desarrollo

embriologico y del ciclo celular de los organismos multicelulares, y su expresion
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se controla fisiologicamente o se puede activar en respuesta a un estimulo
patologico. Las células pueden morir ante una amplia variedad de estimulos,
pero en la apoptosis esta muerte ocurre de una manera regulada e individual,
proceso que se diferencia notoriamente de la necrosis, donde se genera lisis
celular, respuestas inflamatorias inespecificas y degeneracion tisular
irreversible. Cuando una célula recibe una sefial especifica para iniciar el
proceso de apoptosis se inicia una serie de cambios bioquimicos vy
morfologicos celulares. Especificamente, un grupo de proteinas conocidas
como las caspasas se activan en los estadios tempranos de la apoptosis. Estas
proteinas se encargan de realizar un clivaje o corte especifico de los sustratos
celulares comprometidos en la funcién celular normal como a nivel de algunas
proteinas estructurales del citoesqueleto, la Cromatina, o ciertas proteinas
nucleares, enzimas reparativas del ADN. Luego la célula empieza a reducir su
tamafio normal y se empaqueta para formar los cuerpos apoptoticos, de tal
manera que se facilite su depuracion o eliminacion a cargo de los macrofagos
tisulares. (Arce, 2007).

El programa apoptético se caracteriza por ciertos aspectos morfolégicos que
incluyen la pérdida de la asimertria de la membrana plasmética, condensacion
del citosplasma y del ndcleo y clivaje del ADN. La pérdida de la membrana
plasmatica es uno de los primeros fenbmenos en ocurrir. En la apoptosis el
fosfolipido de membrana fosfatidil serina (PS) es translocado de la capa interna
a la externa de la membrana, por consiguiente exponiendo el PS al ambiente
celular (Urnowey, 2006).

Los estimulos pro-apoptoticos pueden ser de tipo intrinseco, regulados por la
mitocondria, 0 extrinseco, donde moléculas antagonistas actian como ligandos
de los receptores de la muerte. La via extrinseca cobra importancia en los
procesos inflamatorios debido a que la apoptosis se puede activar cuando la
célula no esta preparada para hacerlo. Los receptores de la muerte, una vez
urgidos por ligandos agonistas especificos, transmiten una cascada de sefiales
bioquimicas que agilizan la via de las caspasas en cuestion de segundos.
Algunos receptores de muerte pertenecen a la familia del factor de necrosis
tumoral TNF-Rlactivados por ligandos TRAIL (TNF- related apopotosis

inducing ligando o ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF).
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Uno de los mecanismos para detectar la apoptosis de las células es el empleo
de Anexina V, una proteina de 35 a 36 KD que tiene afinidad por la fosfatidil
serina (PS) y conjugandose con fluorocromos, se puede identificar la apoptosis
en sus estadios iniciales, antes que la célula pierda su membrana, evento que
sucede durante, la fase tardia de la muerte celular, bien sea por necrosis o por
apoptosis. Por consiguiente, la tincion con Anexina V se usa conjugada con la
7 amino acitomicina D (7AAD), que ayuda a excluir las células no viables
durante los ensayos en citometria de flujo. Es asi que las células que son
viables, son Anexina y 7 ADD negativo; las células en apoptosis temprana se
identifican como Anexina positivo y 7AAD negativo; las células muertas o en
apoptosis tardia van a identificarse como Anexina y 7ADD positivo
(Stathopoulou, 2009)

Las pruebas de viabilidad celular permiten evaluar la supervivencia celular en
el momento del ensayo, ya que ofrecen informacion instantdnea mediante
métodos colorimétricos o conteo de radioactividad. Son particularmente Gtiles
para valorar el efecto del material ensayado sobre la integridad de la
membrana celular. EI mas comuan es el método de tincion con Azul Tripan, que
permite el recuento de las células no tefidas vivas, frente al total (Margarit,
2005). EI Azul Tripan es un coloide que se introduce en el interior de las
células que presentan roturas en la membrana. Asi pues las células que
aparecen en la imagen, claramente de color azul, son consideradas no viables.
Normalmente una alicuota de 100ul de suspension celular se mezcla con igual
volumen de solucion de Azul Tripano al 0.4%. Asi se determina el porcentaje
de células viables haciendo el recuento de células por campo no tefiidas vivas,
frente al total (Margarit, 2005) usando un hemocitbmetro o Camara de
Newbauer (Margarit, 2005).

40



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion de los fibroblastos de tejido gingival

Los fibroblastos gingivales obtenidos de cultivos primarios de encia: FGH
(Fibroblastos gingivales humanos) fueron obtenidos a partir de biopsias
gingivales de tejidos clinicamente no inflamados de pacientes adultos jovenes
que asistieron a la clinica de cirugia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia para ser sometidos a distintos
procedimientos quirdrgicos dentro de su plan de tratamiento periodontal, previo
consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de
la Facultad. Estos pacientes cumplieron con ciertos criterios de inclusion: como
ausencia de inflamacion clinicamente detectable, sin antecedentes de uso de
cigarrillo, no fumadores y sin signos o sintomas de enfermedad sistémica
grave, lo que se corrobor6 por la historia clinica. Se solicité a los individuos
hacer enjuagues con clorhexidina al 0.2 % cada 12 horas, iniciando 24 horas
antes del procedimiento quirdrgico. Antes de la obtencién de la biopsia, se
realizé un pulido coronal con cepillo para profilaxis de los dientes involucrados
y se realizaron irrigaciones con la misma solucion en el surco gingival del area
donante. El tejido gingival retirado se aprovechd como muestra biologica.
Inmediatamente después de la remocién, las muestras se recogieron en 5 ml
de Medio Dulbecco Modificado de Eagle (DMEM) suplementado con 100 U/ml
de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de anfotericina B y fueron
transportados al laboratorio de Citogenética del Instituto de Genética de la

Universidad Nacional.

4.2 Cultivo de Fibroblastos Gingivales Humanos

El cultivo y crecimiento de fibroblastos se realizé de acuerdo con el protocolo
establecido por Freshney (2000) y Gonzalez y Pereira, (2002). Se empleo el
meétodo de cultivo estacionario o0 en monocapa.

El tejido de las biopsias se manej6é en cabina de flujo laminar. Las muestras de
tejido se lavaron varias veces con solucién buffer fosfatada PBS, pH 7.2
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suplementada con antibiético en una concentracion de 200 U/ml de penicilina,
200ug/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de anfotericina B. En cajas de petri se
cortd el material obtenido en pequefios fragmentos aproximadamente de 2 x 2
mm. Se descartdé el medio y los fragmentos se sembraron uno a uno en
frascos de cultivo de 50 cm® Se esperaron 1.5 horas hasta que los explantes se
fijaran a la superficie de la caja de cultivo para adicionar 5 ml. de medio
DMEM alto en glucosa, piruvato, sin bicarbonato y suplementado con
vitaminas y aminodacidos al 1%, antibi6ticos al 2% y suero fetal bovino (FBS,
Gibco) al 20%; a este medio con todos los suplementos se le denomin6é medio
completo. Los cultivos fueron mantenidos a 37° C en una atmésfera himeda y
con 5% de CO, Todo esto con el fin que las células migren a partir de los
explantes y se dividan. Se realiz6 seguimiento a los cultivos por microscopio
invertido, que aprovecha la mayor distancia existente entre el condensador y la
platina para situar la placa de cultivo. Se realiz6 cambio de medio cada cuarto
dia.

Después de cuatro semanas, cuando la monocapa tenia el 100% de
confluencia se retir6 el medio, se agregd PBS 2,5 ml en cada caja, se descartd
y se disgregaron con tripsina al 0.25% y EDTA 0.2% (tripsina versene) durante
3 minutos a 37° C, se centrifugaron por 10 minutos a 1800 RPM, se saco el
sobrenadante, se resuspendio el pellet en 2 ml de medio completo con suero
fetal bovino al 20 % y las células se transfirieron a dos frascos nuevos de 50ml
(T25), adicionando 1 ml de la suspensién en cada frasco T 25 y completando
con medio fresco suplementado. A este medio se le bajo la concentracion de
antibiético a 100 U/ml de penicilina, 100ng/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de
anfotericina B y SFB al 10 %. Este procedimiento se repitio hasta el pasaje
namero cuatro, antes que alcanzaran la confluencia completa, momento en el
gue se disponia de la cantidad de células suficientes para realizar los ensayos

de infeccion.

4.3 Curva de Crecimiento de los Fibroblastos Gingivales Humanos

Fibroblastos gingivales en pase 1 y pase 2 fueron disgregados hasta obtener
una suspension celular suficiente para sembrar cajas de 24 pozos con 50.000

células por pozo durante 22 dias seguidos realizando por triplicado el ensayo,
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contando las células a intervalos diarios hasta que alcanzaron la fase de
plateau.

A partir de las cajas en monocapa, se realizo el protocolo para tripzinizar y se
diluyé la suspensién celular en 1 x 10 * células /ml. Asegurandose que las
células estuvieran bien disgregadas. Se sembr6 1 ml de la suspension en
medio completo a la concentracion apropiada en cada pozo en tres placas de
24 pozos cada una. Cada caja se etiquetd y se enumeraron los pozos, dejando
uno como control. La suspension se sembré lentamente desde el centro del
pozo para evitar que se esparciera alrededor del mismo, también se evitaron
los movimientos circulares para mezclar las células. Las cajas se llevaron a

incubar a una atmésfera himeda con CO, al 5 % y 37° C de temperatura.

La primera lectura se realiz6 a las 7 horas con el objeto de establecer la
cantidad real de células con las cuales se inicia la evaluacion y después se
realizaron lecturas cada 24 horas. Se retiraron las cajas de la incubadora y se
realizd el conteo después de tripsinizar las células del pozo seleccionado

segun el tiempo evaluado hasta llegar al dia 22.

Para realizar el conteo, previamente se removio el medio del pozo que contenia
las células que iban a ser contadas; se lavé con PBS y se le adicion6 0.5 ml de
tripsina-versene incubando por 5 minutos. Una vez estaban disgregadas las
células, se agrego6 0.5 ml de medio completo para inhibir el efecto de la tripsina
por intermedio del SFB y se tomaron 20l de la suspensién y se adiciond 20 pl
de azul tripan al 0.4% para hacer el recuento celular en camara de Newbauer
de la siguiente manera: En la cuadricula se visualizaron los 25 cuadros de los
cuales se contaron las células presentes en 4 campos, se tuvieron en cuenta
los cuadros de las esquinas para garantizar un conteo aleatorio. Las células se
contaron cuadro por cuadro excluyendo las células que tocaran la linea externa
y después se hizo un total. Después de haberlas contado se procedi6 a calcular
el numero total de células por unidad de volumen teniendo en cuenta las
medidas de cada cuadro, el espacio ocupado por el medio en el que estan las
células que es el mismo espacio que habia entre la cuadricula de la camara y
la laminilla de cuarzo. Por ultimo se promedié el numero de células en la

camara y se multiplicé por el factor de dilucién y por un factor F igual a 10*
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correspondiendo a los 4 extremos que se contaron. Este valor se multiplico
por la cantidad de mililitros en el cual crecieron los fibroblastos. Para cada
pozo se hizo el conteo en los cuatro cuadrantes de la Camara de Newbauer,
se tuvo como factor, multiplicar por 20 mil. Todo el ensayo se realiz6 por

triplicado. Se colectaron los datos para su posterior analisis.

4.4 Obtencion de la cepa de Escherichia coli asociada a
Enfermedad Periodontal

Se incluyeron 10 pacientes adultos con Periodontitis cronica moderada 0
severa que asistieron a la consulta externa en las clinicas odontoldgicas de la
facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia.

Se tomaron en cuenta los criterios definidos por el Workshop de la AAP
(American Society of Periodontics) para los diferentes diagnoésticos
periodontales, los cuales se calibraron con la investigadora clinica
participante. (Armittage, 1999).

Para tomar la muestra se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de
inclusion: pacientes mayores de edad; pacientes con enfermedad periodontal
crénica moderada 0 severa.

Los criterios de exclusion: haber recibido tratamiento antibidtico por cualquier
causa en los tres meses previos. Paciente con cancer; paciente con VIH-SIDA;
pacientes que estuvieran recibiendo terapias que alteren su inmunidad
(inmunosupresores, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia).

Una vez aprobados los criterios de inclusion y exclusion y haber firmado el
consentimiento informado previamente avalado por el Comité de Etica en
Investigacion para cada paciente se tomaron 6 muestras de placa subgingival
de los sitios afectados con bolsas mayor o igual a 5 mm de profundidad. Para
cada paciente se elimind la placa supragingival con una cureta estéril y se aisl6
el sitio de la muestra con rollos de algodén y aire; se insertaron en la bolsa dos
puntas de papel absorbente nimero 30 New Stetic durante 20 segundos. Las
puntas se recortaron con una tijera estéril antes de ser retiradas. La muestra se
transportd en un medio de transporte VMGAI (Moller 1964), facilitado por el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional de Colombia, se rotularon y junto con el anexo de laboratorio se
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enviaron al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina en un

tiempo inferior a 3 horas (Doan, 1999).

Como medio de aislamiento primario se empleé agar MacConkey que es un
medio diferencial para la seleccion y recuperacion de enterobacterias y bacilos
gram negativos entéricos. Contiene ademas de peptona, polipeptona, lactosa,
cloruro de sodio, sales biliares las cuales junto con el cristal violeta inhiben el
desarrollo de bacterias gram positivas. Una vez fueron sembradas las
muestras en agar MacConkey se incubaron en atmosfera de aerobiosis
durante 24 a 48 horas a una temperatura de 37 grados centigrados. Se tomd
una colonia a la cual se le realiz6 tincion de gram Para la identificacién de
género y especie se realizaron pruebas bioquimicas de:

TSI: Este medio diferencial permite determinar la capacidad del
microorganismo para degradar los carbohidratos, con formacion de acido
sulfhidrico o produccion de gas. Se realizo la inoculacion del medio con asa
recta, con una puncion hasta el fondo del tubo haciendo estrias en la superficie.
La lectura se realiz6 después de 24 horas de incubacion a 37°C.

SIM: Este medio de -cultivo semisélido determina la capacidad del
microorganismo de moverse (microorganismos con flagelos), producir indol y
H.S. El indol es un producto de degradacion de los amino&cidos triptofano; las
bacterias que poseen triptofanasa, son capaces de hidrolizar y desaminar el
tripté6fano con produccién de indol, acido pirdvico y amoniaco.

Urea: Se sembrdé con asa recta, Unicamente en la superficie del medio de
cultivo. Este agar determina la capacidad de un microorganismo de producir
ureasa y desdoblar la urea, formando dos moléculas de amoniaco.

Citrato: Con este agar se determina la capacidad del microorganismo de utilizar
el citrato de sodio como recurso unico como fuente de carbono para su
desarrollo y crecimiento.

También se realizaron las pruebas bioguimicas de Lisina decarboxilasa Rojo
de Metilo, OF y Voges Proskauer.

Los resultados de las reacciones de las pruebas bioquimicas fueron
registrados y comparados con una matriz en casillero preestablecida para la

identificacion de todas las enterobacterias (Koneman, 1987).
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El crecimiento y demas ensayos bacterianos con Escherichia coli se realizaron
en el laboratorio de Biopesticidas del Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional de Colombia.

4.5 Cinética de crecimiento de la cepa ATCC 25922 y aislamiento
de Escherichia coli

Los estudios de crecimiento de poblacion bacteriana requieren de la
inoculacioén de las células viables en un medio de caldo estéril y su incubacion
bajo 6ptimas temperaturas, pH Yy condiciones gaseosas. Bajo estas
condiciones, las células se reproducirdn rapidamente y la dindmica de
crecimiento se registra en una curva de acuerdo al aumento del numero de
células versus el tiempo de incubacion (Koneman, 1987). Con la curva de
crecimiento de la bacteria se establece el tiempo y duracion de la fase log,

momento durante el cual se debe realizar la infeccion a las células.

Como control negativo se trabajé con la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
gue se encuentra en el cepario del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia, la cual es una cepa que proviene de aislamiento clinico
y tiene un nivel 1 de bioseguridad.

El aislamiento de Escherichia coli (denominada A8) obtenido en agar
MacConkey y la cepa E. coli ATCC 25922 fueron cultivados por agotamiento en
agar Luria Berthani (LB) e incubados durante 18-24 horas a 37°C. A partir de
este Ultimo cultivo, se tom6 una colonia de cada microorganismo y se cultivo
tanto en caldo LB como en medio DMEM suplementado. Posteriormente, estos
medios fueron incubadas a 37°C por un periodo de 24h, y en cada hora se
tomé 1ml de muestra para hacer lecturas de absorbancia a 600 nm en el
espectrofotometro tall. El cultivo de unidades formadoras de colonia (UFC),
para posterior recuento, se llevd a cabo en agar Plate Count. Se sembrd una
alicuota de las diluciones 10° y 107, realizadas en solucién salina estéril al
0.9%, de los cultivos en medio DMEM de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,22 y
24h. Las placas sembradas se incubaron a 37°C por 18-24h y los resultados

del recuento fueron expresados en UFC/m.
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Se graficaron los datos de absorbancia frente a los tiempos seleccionados, asi
como también se graficaron los datos de absorbancia frente a las UFC/ml
obtenidas para cada bacteria, con el fin de establecer los patrones de
crecimiento en cada una de las condiciones ensayadas. El siguiente es un
esquema ilustrativo de cémo se realizd el ensayo para cada uno de los

microorganismos seleccionados.
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Figura 7. Disefio para cinética de crecimiento bacteriano

4.6 Concentracion bactericida de gentamicina para los
aislamientos de la cepa ATCC 25922 y el aislamiento de E. coli

A8.
Antes de realizar los ensayos de infeccion fue necesario establecer si las

concentraciones de gentamicina sulfato empleadas en otras investigaciones
(Gutierrez-Vanegas, 2007) tienen actividad bactericida para los
microorganismos en estudio. Las concentraciones de antibidtico se escogieron

de acuerdo a los reportes hechos para ensayos de invasion con la cepa P.
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gingivalis 33077, la cual fue empleada en los ensayos de infeccion como
control positivo por su conocida capacidad de infeccion e invasién a los FGH
(Andrian, 2004; Bodet, 2006).

Por lo anterior, se realizdé un ensayo con el fin de determinar la concentracion
de gentamicina sulfato a emplear en los ensayos de invasion con la cepa ATCC
25922 y el aislamiento de E. coli A8. Se siguié protocolo empleado por
(Gutierrez- Vanegas 2007, 2008). Este ensayo se hizo por duplicado para cada
microorganismo.

Teniendo en cuenta que para el ensayo de infeccion se emplearian cajas de 12
pozos, en las que caben aproximadamente 10° fibroblastos, se estimé que con
el 70% de confluencia se encontrarian aproximadamente 700.000 células
(Gil.Loizaga, 2006). Siguiendo el protocolo de infeccién descrito en la literatura
(Andrian, 2004; Bodet, 2005, 2006; Dogan, 2000; Gutiérrez, 2007), donde para
infectar una célula se necesitan 50 bacterias, se establecié que se necesitaria
una suspension bacteriana aproximada de 4x10’ bacterias/ml. Acorde a lo
anterior, se prepar6 un inoculo bacteriano de aproximadamente 4x10’

bacterias/ml de cada microorganismo en medio DMEM.

Se escogieron las soluciones de antibiético con concentraciones de 125, 250,
500 y 1000 pg/ml de gentamicina sulfato (solucion stock: 10000ug/ml), las
cuales se prepararon mediante diluciones seriadas en medio DMEM. A cada
una de las soluciones del antibiético a evaluar, se le agregd una alicuota del
inoculo bacteriano preparado anteriormente. Estas mezclas, se llevaron a
incubacién a 37°C durante 30, 60 y 90 minutos. En cada tiempo, se tomaron
muestras de cada una de las concentraciones de antibidtico evaluadas, para
cada microorganismo; de las cuales se cultivdo una muestra directa y una
muestra de la dilucién 10 en cajas de agar plate count, para probar actividad
bactericida del antibiético en los tiempos seleccionados. Las placas de agar
fueron incubadas por 18-24h a 37°C. Posterior a esta incubacién se hizo el

conteo de UFC y se expresaron como UFC/ml.

Como controles del ensayo, se emplearon indculos bacterianos de cada

microorganismo, en medio DMEM vy sin antibidtico. De estos controles se
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realiz6 un cultivo de la dilucién 108 en agar plate count para cada tiempo, con el
fin de observar que no hubiera efecto bactericida provocado por el medio.
El siguiente es un esquema ilustrativo de como se realizé el ensayo para

cada uno de los tiempos establecidos.
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Figura 8. Disefio de ensayo para establecer dosis bactericida de gentamicina sulfato

4.7 Ensayo de Infeccion con aislamiento de Escherichia coli A8 en
fibroblastos gingivales humanos (FGH).

Para la infeccion de los fibroblasts gingivales se sigui6 el protocolo propuesto
por (Bodet,2006; Dogan, 2000). Se emple6é como control negativo un pozo sin
bacterias y como control positivo un pozo con la cepa ATCC 33277 de
Porphyromonas gingivalis la cual ha demostrado capacidad de infectar e invadir
a los FGH.

El aislamiento clinico de Escherichia coli A8 y las cepas E. coli ATCC 25922y
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 suspendidas en DMEM sin antibiético

a una concentracion final de 10’ bacterias por ml se le agregé a las células a
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una multiplicidad de infeccion (MOI) de 50 bacterias por fibroblasto y se

incubaron a 37°en 5% de CO; por un periodo de dos horas. Ver figura 9.

Se preparo el indculo bacteriano de cada microorganismo en estudio, en medio
DMEM suplementado, a la concentraciéon de 4 x10’ bacterias/ml. Para
preparar el indculo de P. gingivalis ATCC 33277, se cultivd esta cepa en agar
sangre con hemina y menadiona en condiciones de anaerobiosis por 3 dias.
Posteriormente, se tomd una colonia de dicho cultivo y se resuspendié en
DMEM suplementado y luego se ajustd a la concentracion de bacterias

establecida para el ensayo.

Los fibroblastos sembrados en las placas de 12 pozos y con una confluencia
del 70%, se lavaron suavemente 2 veces con buffer fosfatos pH 7.0 (PBS)
estéril. Luego se adicion6 1ml del inoculo de bacterias (ajustado a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 50 bacterias/ fibroblasto (50:1) a cada pozo.
Las placas de cultivo infectadas se incubaron a 37°C en 5%CO2 por 30 min, 1
y 2 horas. Posteriormente, se retiro el sobrenadante y se lavaron los
fibroblastos con PBS estéril. Para eliminar las bacterias extracelulares y no
adheridas, se adicion6 1ml de DMEM con 125ug/ml de gentamicina sulfato y

se incubd a 37°C en 5%CO; por 30 minutos.

Después de la incubacion con el antibiético, se extrajo el sobrenadante y se
sembraron 100 pl de este en agar Plate Count, con el fin de verificar la
actividad bactericida del antibiético empleado. Posterior a esto se lavaron las
células de cada pozo suavemente con PBS con el fin de remover rastros del
antibidtico. Luego del lavado, se adicion0 a cada pozo 0.25ml de tripsina
versene al 0.25% vy se incub6 a 37°C en 5%CO2 por 5 min. Las células
disgregadas se centrifugaron a 1100 RPM por 10 min e inmediatamente fueron

resuspendidas en el buffer de union del Kit de Anexina V BD Pharmigen.
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Figura 9. Modelo de placa de 12 pozos con la distribucion de los microorganismos para ensayo de infeccion

4.8 Evaluacion de la viabilidad de fibroblastos gingivales humanos
infectados con E. coli A8 por citometria de flujo.

El ensayo para evaluar viabilidad de FGH infectados con E. coli se realizo con
el Kit de Annexina V-PE (BD Pharmigen) que es una prueba para identificar
células apoptoéticas la cual se une a superficies de fosfolipidos cargados
negativamente, con alta especificidad por la fosfatidil serina PS.

Este ensayo no distingue per se entre las células muertas por necrosis o por
apoptosis. Sin embargo, al medir la apoptosis a través del tiempo, y haciendo la
tincion con Anexina V-PE en conjunto con 7 amino acitomicina D se pueden
evaluar las células viables, células con apotosis temprana y las células
muertas.

Para realizar la tincidbn se siguié el protocolo sugerido por el fabricante: se

resuspendieron en 500ul del buffer de unién 1X a una concentracién de 1x 10°
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células /ml, se adicionaron 5 ul de Annexina V-PE y 5 pl de 7-AAD. Las
muestras se mezclaron suavemente y se llevaron a incubacion por 15 minutos
en la oscuridad a temperatura ambiente. Las muestras se analizaron en un
citometro de flujo BD Facs Canto I, del laboratorio de Investigaciones de la

Clinica del Nino.

Antes de hacer las lecturas en el citbmetro las células se hicieron los ajustes
para eliminar los detritus, donde se confirmé que lo positivo brilla hacia la
derecha. Los negativos se ajustaron con una muestra sin marcar, para lo cual

se emplearon los FGH suspendidos en buffer.

Las muestras analizadas fueron las siguientes:
1. FGH sin ningun tratamiento, tefiidos con Anexina-V y 7AAD (células
blanco).
2. FGH infectadas con Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (control
positivo).
FGH infectadas con E. coli ATCC 25922.
FGH infectadas con Escherichia coli A8,

FGH sin ningun tratamiento, tefiidas con Anexina —V.

o 0 bk~ w

FGH sin ningun tratamiento, tefiidas con 7-AAD.
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5 RESULTADOS

5.1 Cultivo Primario.

Los fibroblastos gingivales FGH que crecieron mas facilmente fueron los
obtenidos a partir de biopsias gingivales de tejidos clinicamente no inflamados
de pacientes que requirieron cirugia preprotésica. Fueron cultivados en medio
DMEM suplementado con antibiotico.

El analisis de los cultivos por microscopio invertido mostré a partir del sexto dia
una proliferacion de células alrededor del explante .Estas células de morfologia
cuboidal correspondieron a las células epiteliales que tienen mayor velocidad
de proliferacién que los fibroblastos (FiguralO A). Entre el octavo y el décimo
dia se empezaron a evidenciar células migrando desde los explantes
individuales (Figura 11 A) las cuales tenian una morfologia tipica de
fibroblasto, con formas alargadas en forma de huso, similares a cuerpos
neuronales (Figura 10 B). Estas células de aspecto alargado FGH, formaban un
limite de proliferacién bien claro con respecto a las células epiteliales (Figura
10 B) El primer pase se realiz6 a las cuatro semanas, donde se hizo evidente
un predominio de células en monocapa orientadas a lo largo de lineas
paralelas con morfologia bien establecida de fibroblastos gingivales.(Figura 11
C)
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Figura 10. Imagenes de Microscopio Invertido 10X correspondientes a la migracion y proliferacion de células
epiteliales y Fibroblastos Gingivales Humanos FGH
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Figura 11. Imagenes de Microscopio Invertido 10X correspondientes a la migracion y proliferacion de Fibroblastos
Gingivales Humanos FGH a partir del explante hasta llegar a confluencia en monocapa

5.2 Curvade crecimiento para los Fibroblastos:
La cinética de crecimiento de los FHG permitié establecer las tres fases del

ciclo para las células eucariotas: la fase lag donde se inici6 el ciclo con 12.000
células, y después hubo una disminucion en el numero de ellas. Correspondi6
al periodo de adaptacion donde la célula reemplaza los elementos perdidos
durante la tripsinizacién y se adhiere al sustrato. La fase log de crecimiento
exponencial se registré llegando a su punto maximo durante el dia 10 con
44.166 x10* células. Ver tabla 1, Figuras 11 C
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Promedio
fibroblastos

Dia de Cajal Cajal Caja 2 Caja 2 Caja 3 Caja 3 Fibroblastos (10"
siembra | Células/ sumatoria | Células/ sumatoria | Células/ sumatoria
FGH cuadrante cuadrante cuadrante
pase 1-
2
0 160000 120000 80000 120000 12
118,530 80000 | 1,6,2,5 70000 | 2,3,5,3 66000 72000 7,2
2 | 5,6,10,9 150000 | 1,5,11,2 94000 | 5,2,3,3 65000 103000 10,3
3121013 80000 | 8,4,6,6 120000 | 4,18,16,2 200000 133333,33 13,33
4 |8,76,8 145000 | 6,5,4,9 120000 | 8,7,4,5 120000 128333,33 12,83
51 10,11,11,9 205000 | 9,4,5,6 120000 | 8,7,12,10 185000 170000 17
6 | 10,211,119 205000 | 9,4,5,6 120000 | 8,7,12,10 185000 170000 17
78,768 145000 | 6,5,4,9 120000 | 8,7,4,5 120000 128333,33 12,83
8 | 9,14,14,18 275000 | 17,12,14,13 280000 | 15,5,12,28 300000 285000 28,5
9 | 16,16,24,18 370000 | 17,18,15,13 315000 | 27,29,17,25 490000 391666,67 39,166
10 | 13,15,18,25 355000 | 25,29,24,27 525000 | 26,22,24,17 445000 441666,67 | 44,1666
11 | 30,38,20,27 575000 | 29,22,20,15 430000 | 9,18,12,15 270000 425000 42,5
12 | 17,18,19,20 370000 | 18,10,15,16 295000 | 14,21,20,18 365000 343333,33 34,333
13 | 14,22,10,16 310000 | 9,11,13,15 240000 | 13,11,7,9 200000 250000 33
14 | 14,22,10,16 310000 | 9,11,13,15 240000 | 13,11,7,9 200000 250000 25
15 | 8,10,16,11 225000 | 13,11,9,12 225000 | 13,7,7,3 150000 200000 20
16 | 13,10,11,13 235000 | 11,13,19,11 270000 | 11,19,19,10 295000 266666,67 26,666
17 | 7,15,10,12 220000 | 14,11,20,13 290000 | 11,12,14,5 210000 240000 24
18 | 9,4,9,8 150000 | 7,5,10,7 145000 | 6,7,6,3 95000 130000 13
19 | 13,14,8,9 170000 | 13,9,13,21 280000 | 9,8,10,6 165000 205000 20,5
20 | 9,7,11,11 190000 | 8,7,9,5 145000 | 6,9,12,4 155000 163333,33 16,333
21 | 11,7,11,9 190000 | 7,5,10,7 145000 | 5,9,7,8 145000 160000 16
22 | 13,7,7,3 150000 | 6,5,4,9 120000 | 8,7,4,5 120000 130000 13

Tabla 1 Recuento celular para curva de crecimiento

La tercera fase de plateau se aprecié al final de la fase log cuando el cultivo

estaba confluente, el registro demostré la reduccion en el crecimiento celular o

fase estacionaria a partir del dia 13 donde fue evidente la reduccion en la

proliferacion celular. Es aqui donde los fibroblastos se orientaron paralelamente

unos con respecto a los otros. (Grafico 1y Figura 11C)
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Curva de Crecimiento Fibroblastos Gingivales
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Grafico 1 Curva de crecimiento de FGH se observa un crecimiento exponencial hasta el dia 10

5.3 Aislamiento de Escherichia coli
Las colonias de Escherichia coli aisladas de pacientes con periodontitis

cronica severa, se reconocieron por la formacién de colonias rojas rodeadas de
una zona de bilis precipitada, por su respuesta a la fermentacién de la lactosa,
por la coloracion de Gram negativa y por sus caracteristicas morfologicas
(Figura 13), verificandose con las pruebas bioquimicas respectivas para
identificacion de bacilos entéricos (Figura 14 y Tabla 2). Este aislamiento se
denomind como E. coli A8 y fue empleada para los ensayos correspondientes

de viabilidad de los fibroblastos gingivales.
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Figura 12. Aspecto macroscopico de las colonias de E. coli A-8 en agar MacConkey
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Figura 13. Pruebas bioquimicas para confirmacién aislamiento clinico de E coli

Indol | Rojo de | Voges Citrato | TSI | Ureasa | Movilidad | Lis | Lactosa | Glucosa
metilo Proskauer
X X X + | x X

Tabla 2 Pruebas bioquimicas para confirmacion de E.coli
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5.4 Cinética de Crecimiento para E.coli

Se determing la cinética de crecimiento en 24 horas de la cepa ATCC 25922 y
el aislamiento E. coli A8 en los medios de cultivo Luria Berthani y DMEM
suplementado, ya que este es el medio donde crecieron los fibroblastos y se

realizaron los ensayos de invasion.

El patrén de comportamiento para los dos microorganismos fue similar, siendo
mas acelerado para el aislamiento de E. coli A8 en el medio DMEM,
verificAndose un crecimiento claramente exponencial; la determinacion de este

crecimiento cuantitativo se pudo representar mediante una curva (Gréfico 2).

Curva crecimiento E. coli
12 ~
[
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(=] 8 i ..
w s =
. 6 . o
O m | B =
0 —+—5 T T T T T T T T T 1
)] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
2 Tiempo (horas)
® ATCC H A8

Grafico 2 Curva de Crecimiento de E coli ATCC 25922 y aislamiento de E coli en DIMEM sin agitacién, 37°Cy sin
co,

Para verificar la cinética de crecimiento de la enterobacteria se realiz6 el conteo
en placa donde se determinaron las UFC/ml con respecto a la informacién

suministrada por los datos de absorbancia a 600nm.

Se distinguieron las cuatro fases de la curva de desarrollo bacteriano como
fueron: Fase de latencia. Fue el tiempo necesario para la adaptacion de las

bacterias al nuevo medio donde se sembraron con el consecuente aumento de
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su actividad metabodlica. Fase de desarrollo exponencial o logaritmico,
manifiesta por la ascendente inflexion en la curva entre las 4 y 10 horas de
crecimiento. El recuento de células viables fue practicamente igual al de
células totales, teniendo en cuenta que se trataba de una poblacidon joven,
donde el numero de bacterias muertas era minimo. La fase estacionaria se
apreci6 por un crecimiento desequilibrado posiblemente porque los
componentes bacterianos se estaban sintetizando a tasas diferentes. Por
altimo, al volverse las condiciones del medio adversas, fue evidente la fase de

declinacién exponencial .

5.5 Concentracion bactericida de gentamicina para la cepa ATCC
25922 y el aislamiento de E. coli A8.

El objetivo de este ensayo fue determinar la concentracion de gentamicina
sulfato a emplear en los ensayos de invasién con la cepa ATCC 25922 vy el
aislamiento de E. coli. A los pre-inoculos se les midio la absorbancia a 600 nm
y se realiz6 el recuento en placa de la dilucién 10° con el fin de conocer el la
concentracion de bacterias en el inoculo a evaluar. Estas placas de agar se
incubaron a 37° C por 18-24 horas. Se obtuvieron los siguientes resultados en
UFC. (Tabla 3).

UFC ATCC UFC A8
Dilucion10 ’ 30 37
UFC/ml 3,00E+09 3,70E+09

Tabla 3 UFC/ml de los preinéculos de E. coli

De las concentraciones escogidas, 125, 250, 500 ug/ml de gentamicina sulfato
(solucién stock: 10000ug/ml) ensayadas a los tres tiempos de 30, 60 y 90
minutos, se evidencié que no hubo crecimiento bacteriano de las cepas de E.

coli comparado con los controles sin antibiético. (Tablas 4 ).
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Tiempo control control Tiempo UFC/ml | UFC/mlI
(min) ATCC A8 (min) control | control
ATCC A8
30 16 20 30 1,6E+0 | 2,0E+00
9
11 18 1,1E+0 | 1,80E+0
9 0
60 18| 110 S 60 1,8E+0 | 1,1E+10
i
p 9
O
20 96 ) 2,0E+0 | 9,6E+09
2 9
&
90 311 334 90 3,1E+1 | 3,3E+10
0
336 297 3,4E+1 | 3,0E+10
0

Tabla 4 Resultado de ensayo control, sin antibidtico al hacer lecturas de siembra de las bacterias a
diferentes tiempos

Con los resultados obtenidos se decide emplear la concentracion bactericida,

125 pg/ml de gentamicina sulfato coincidiendo por lo reportado en la literatura

(Gutierrez-Venegas, 2007).
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5.6 Aislamientos de Escherichia coli alteran la viabilidad de
fibroblastos gingivales humanos

La determinacion de la infeccion de fibroblastos gingivales humanos por parte
de aislamientos de E. coli de bolsas periodontales, se llevd a cabo sobre
monocapas de fibroblastos con 70% de confluencia de aproximadamente
700.000 células por pozo con una suspensién bacteriana de 4x10’
bacterias/ml. Todos los ensayos se realizaron por duplicado con una MOI de
50 bacterias por célula. La alteraciéon en la viabilidad de los fibroblastos se
aprecio después de dos horas de interaccion de las células con las bacterias,
demostrada por la siembra en placa y recuento de células viables. Posterior al
co-cultivo de las células con E.coli se apreci6 muerte bacteriana después de
la adicion del antibidtico y una incubacién adicional de 60 minutos.

Para el andlisis por citometria de flujo, el citbmetro fue ajustado con una
muestra sin marcar (fibroblastos resuspendidos en buffer) y se tuvieron como
controles tres tubos: uno con células suspendidas en DMEM méas H , O »
(control positivo), otro con células y Anexina y un tercero con células y 7AAD.
Se excluyeron para el andlisis detritus, bacterias que no se unieron y restos
celulares y se observd que las células no tratadas (células blanco) eran
Anexina V-PE y 7ADD negativo, indicando que eran viables y no sufrieron
apoptosis. Figura 14
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Figura 14. Andlisis por citometria de fluj. Corresponde a fibroblastos resuspendidos en Buffer sin marcar

Después de dos horas de co-cultivo con la enterobacteria, se apreciaron dos
grupos de poblaciones celulares: fibroblastos que eran viables sin presentar
apoptosis y las células con apoptosis temprana (Anexina positiva y 7AAD
negativa. Como era de esperarse, con el control positivo, la muerte celular
6.1% y apoptosis temprana, 14.14% inducida por Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 en eltubo 2 fue evidente a pesar del alto porcentaje, 79,18%

de células viables. Ver Figura 15.
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Figura 15. Analisis por citometria de flujo Control positivo con Porphyromonas gingivalis.
La respuesta de los fibroblastos al ser infectados por E.coli ATCC 25992 es
manifiesta por muerte celular en un bajo porcentaje de 2.85% (Anexina V-PE y

7AAD positivo) y apoptosis temprana de 9.8 % Ver resultados Figura 16
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Figura 16. Andlisis por citometria de flujo FGH infectados con E. coli ATCC 25992

Mientras que los fibroblastos gingivales humanos al ser infectados con el
aislamiento de E. coli A8, alteran su viabilidad después de dos horas de
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contacto e inducen apoptosis

3.71%. Ver figural?.

temprana en 16.55%

y muerte celular en un
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Figura 17. Analisis por citometria de flujo FGH infectados con un aislamiento periodontal de E.coli.

En la siguiente tabla se presentan los valores al hacer la evaluacion de la

apoptosis de FGH al ser infectados por Escherichia coli

de acuerdo a los

resultados expresados en los cuadrantes del citometro de flujo.

Control | P.gingivalis | E.coli Ais.E.coli
sin Tto ATCC A-8
Q1 0 0.58 0.17 0.03
Q2 0.28 6.1 2.85 3.71
Q3 4.92 14.14 9.8 16.55
Q4 94.8 79.18 87.18 79.71

Tabla 5 Evaluacién de apoptosis de FGH al ser infectados por E. coli
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Q 1: 7-AAD negativo

Q 2: Anexina-VPEy 7-AAD positivo equivalente a los estados finales de
apoptosis y muerte celular

Q 3: Anexina —=VPE positivo y 7-AAD negativo equivalente a los estados
de apoptosis temprana

Q 4: Anexina-VPE Yy 7-AAD negativo equivalente a células viables

Evaluacion de apoptosis en FGH

mQl
mQ2

Q3
mQ4a

Grafico 3 Analisis por citometria de flujo Evaluacion de apoptosis de FGH al ser infectados por E. coli.

Células tratadas con E.coli ATCC 25922 permanecieron viables en 87.18% vy
murieron o sufrieron apoptosis en un 12.82%. Mientras que los FGH al ser
infectados con el aislamiento de E.coli A8 permanecieron viables en un
79.71%. Las células sin infectar sufrieron apoptosis y muerte en tan solo 5.2%
evidente al ser comparadas con los FGH que fueron infectados con bacterias.
Se evidencia que los FGH pueden sufrir apoptosis en un 16.55% comparado
con un 14.14% producido por el contacto con Porphyromonas gingivalis ATCC
33277. Ver grafico 3.

Teniendo el modelo de infeccion de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, se
aprecia que las dos cepas de Escherichia coli producen muerte o apoptosis

tardia de manera similar después de dos horas de co-cultivo.
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6 DISCUSION

El trabajar con cultivo celular primario permitié estudiar la participacion de los
fibroblastos gingivales humanos en modelos de infeccion de la enfermedad
periodontal, perfilando su papel de célula accesoria del sistema inmune en los
tejidos de la cavidad oral (Andrian, 2004).

Los cultivos de células primarias siguen siendo un modelo de experimentacion
muy importante para la ciencia, como alternativa preliminar de la investigacion
en modelos animales. La odontologia, en los Ultimos afios ha querido enfocar
sus investigaciones hacia el andlisis de eventos celulares y moleculares
ocurridos en los tejidos orales, tanto en estados de normalidad como en
estados de patologia. Para tal fin se vienen desarrollando cultivos primarios de
células involucradas en dichos eventos, como un modelo de aporte al

conocimiento de enfermedades como la periodontitis (Gonzalez, 2002).

La adherencia e infeccion de las bacterias orales a los fibroblastos ha sido
previamente descrita (Gutierrez-Venegas 2007; Andrian, 2004; Dogan, 2000).
Sin embargo, no habia reportes que evaluaran los aislamientos clinicos de
enterobacterias de cavidad oral como Escherichia coli infectando e induciendo
alteraciones en la viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos. El
propdsito de esta investigacion fue el de infectar monocapas de fibroblastos
gingivales humanos con aislamientos clinicos de Escherichia coli para
determinar alteraciones en la viabilidad de estas células. Con este estudio se
demostré que el aislamiento de Escherichia coli a partir de muestras de placa
subgingival de paciente con periodontitis crénica severa puede alterar in vitro la
viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos induciendo apoptosis

temprana después de dos horas de infeccion.

La induccion de apoptosis de los fibroblastos gingivales humanos por
Porphyromonas gingivalis y sus proteasas ha sido estudiada (Wang, 1999;
Urnowey, 2006; Arce, 2007; Stathopoulou, 2009). Todos los estudios

reportados se han realizado bajo diferentes variables como la multiplicidad de
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infeccion MOI que varia desde 50 hasta 200 bacterias por célula, o el tiempo de
infeccién que ha oscilado desde una hora hasta 48 horas de infeccion. Estos
pardmetros han sido criticos para determinar si sucede o no apoptosis. P.
gingivalis induce poca apoptosis en FGH a tiempos tempranos, pero es
significativa a las 24 horas de cultivo (Urnowey, 2006). Los resultados de estos
estudios sugieren heterogeneidad en la habilidad de las diferentes cepas de P.
gingivalis para adherirse a los fibroblastos gingivales como la cepa ATCC
33277 que es altamente adherente pero no invasiva (Pathirana, 2007). Con el
presente trabajo es la primera vez que se evalla apoptosis de los fibroblastos
gingivales humanos inducida por una enterobacteria aislada de cavidad oral.
En este estudio se tuvieron en cuenta las variables con minimos valores
descritos en la literatura para ensayos de infeccion. Es asi que se evalué un
tiempo de dos horas de infeccion, a una multiplicidad de infeccion de cincuenta
bacterias por célula (MOI 1:50) con el fin de tener una linea base de referencia

para estudios posteriores.

La muerte celular por apoptosis es un proceso fisioldgico importante que
aparece estar programado de manera intrinseca. Sus caracteristicas son
distintivas por los cambios morfologicos en el nucleo y citoplasma, rompimiento
de la membrana y el fraccionamiento de la cromatina en sitios especificamente
espaciados (Stathopoulou, 2009). Sin embargo, el presente estudio no permitid
conocer el mecanismo de apoptosis en fibroblastos gingivales humanos
inducido in vitro por Escherichia coli aislada de cavidad oral porque es un
estudio preliminar de la interaccién entre estos dos sistemas. Este estudio
servirA de base para realizar estudios con miras a determinar si es un
mecanismo extrinseco inducido por alguno de sus factores de virulencia como
es el ocasionado por las proteasas de Porphyromonas gingivalis (Urnowey,
2006).

Para que los microorganismos colonicen el periodonto y alteren su funcion,
deben poseer factores de virulencia capaces de sobrepasar las defensas del
hospedero e iniciar un proceso infeccioso. Muchos de estos factores son
mecanismos que promueven la colonizacion y persistencia en la cavidad oral.

Se han estudiado varios mediadores como las fimbrias, adhesinas, cépsulas,
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lipopolisacéaridos (LPS) y vesiculas extracelulares que pueden contribuir a la
adhesion de bacterias como Porphyromonas gingivalis (Dogan, 2000; Holt,
2000). Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten inferir que la
estructura de Escherichia coli induce cambios en la viabilidad de los FGH
posiblemente por la adhesion de la bacteria a los mismos, ya que muchas de
sus cepas tienen capacidad de agregacion y emplean diferentes sistemas para
este fin. Posee varios factores de virulencia como fimbrias tipo I, Il 'y curli,
cuya expresion causa prominente autoagregacion de células bacterianas lo que
favoreceria la formacion del biofilm (Sherlock, 2005). Por otra parte, el efecto
sobre los fibroblastos gingivales podria ser causado por su lipopolisacarido
LPS , por produccion de toxinas o por efectos de la agregacion de Escherichia
coli,.

Los bacilos entéricos son microorganismos considerados oportunistas en la
cavidad oral, asociados al pobre control de la contaminacion cruzada y al
desconocimiento de las medidas de higiene adecuadas. Teniendo en cuenta
gue Escherichia coli es poco exigente en sus necesidades nutritivas, y que de
acuerdo a los resultados de la cinética de crecimiento en este estudio, del
aislamiento de E. coli, se podria afirmar que su crecimiento fue favorecido por
el medio DMEM suplementado con vitaminas, piruvato y suero fetal bovino,

acelerando su interaccion in vitro con los FGH.

Esta comprobado que E.coli puede producir infecciones oportunistas fuera del
tubo digestivo, cuando se presentan factores predisponentes debido a su
habilidad para adquirir, acumular y compartir elementos extracromosémicos,
codificando para factores de virulencia o de resistencia a antibiéticos (Scolozzi,
2005). Algunos autores han relacionado la exacerbacion y falta de respuesta al
tratamiento de la enfermedad periodontal con la presencia de flora bacteriana
inusual dentro del biofilm subgingival (Ferreira dos Santos, 2002). También se
han reportado casos de osteomielitis submandibular ocasionada por
Escherichia coli (Scolozzi, 2005). Al haberse demostrado en este estudio que la
supervivencia de FGH se ve alterada por la infeccién de E.coli, y conociendo
su habilidad para adherirse y permanecer en el medio expresando sus factores

de virulencia, no se debe subestimar su presencia a este nivel en los pacientes
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con enfermedad periodontal, ya que aun no se ha establecido el impacto que
puede tener el surco gingival como reservorio de este microorganismo.

En Colombia, en un estudio reciente se encontr6é 34.5% de bacilos entéricos,
de los cuales el 7% correspondia a E.coli en la flora subgingival de pacientes
con periodontitis en varias regiones del pais relacionandolas con bajo nivel de
desarrollo de las poblaciones (Laufarie, 2007). A pesar que su presencia en
cavidad oral es considerada méas un fendmeno epidemioldgico que patolégico.
Es relevante conocer la estructura de esta enterobacteria y la versatilidad de
sus factores de virulencia ya que pueden jugar un papel importante en la
adhesion y coagregacion durante la formacion del biofilm subgingival y por
consiguiente en la etiopatogenesis de la enfermedad periodontal.

Este trabajo es el primero en mostrar in vitro la capacidad de alteracién de la
viabilidad de los fibroblastos gingivales al ser infectados con un in6culo de
Escherichia coli proveniente de una bolsa periodontal. Los resultados de esta
investigacién sugieren que la presencia de enterobacterias representadas por
Escherichia coli en pacientes con enfermedad periodontal puede ser un factor

gue debe ser considerado en la etiopatogenia de la misma.

El analisis por citometria de flujo ha sido empleado por varios autores para
establecer la adhesion de diferentes bacterias periodontopatogenicas a las
células del tejido conectivo oral (Pathirana, 2007) y para evaluar la induccion de
apoptosis de las mismas células (Wang, 1999; Stathopoulou, 2009). En el
presente estudio se analiz6 por citometria de flujo la viabilidad de los
fibroblastos gingivales al ser infectados por aislamientos clinicos de E. coli
empleando un kit de Anexina V.PE BD Pharmigen. Los resultados fueron
analizados por el programa flowjo, demostrando que después de dos horas de
infeccion, persiste un mayor porcentaje de células viables, para todos los
eventos investigados. Sin embargo, fue notorio la demostracion de apoptosis
temprana de los FGH inducida por el aislamiento de Escherichia coli manifiesta
en un 16.55% comparado con 14.14% inducido por Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277. Se esperaria que a una mayor multiplicidad de infeccién y en un
tiempo mayor de contacto, estos valores aumenten, de la misma manera

como ha sido estudiado para otras bacterias orales (Pathirana, 2007).

69



Los resultados de este estudio permiten establecer la necesidad de realizar
otros estudios que permitan evaluar la capacidad de penetraciéon e invasion de
Escherichia coli en los tejidos periodontales. Por ejemplo, realizar evaluacion

mediante microscopia electrénica o por medicion de la respuesta inmune de las

células del tejido periodontal.
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7 CONCLUSIONES

Se logro establecer un modelo para evaluar in vitro la supervivencia de FGH al

ser cultivados con Escherichia coli.

El patron de crecimiento para poblaciones de FGH evaluado mediante curva

de crecimiento fue normal con respecto a lo referenciado en la literatura.

La curva de crecimiento para el aislamiento clinico de Escherichia coli tuvo un

comportamiento similar con respecto al control E. coli ATCC 25922.

El aislamiento de E. coli A8 altera la viabilidad in Vitro de FGH, induciendo

apoptosis temprana.

Las enterobacterias representadas por Escherichia coli alteran la viabilidad in
vitro de FGH, induciendo apoptosis temprana.

Bacterias como Escherichia coli pueden estar relacionadas con periodontitis

severa.
Los cultivos de fibroblastos gingivales humanos contintan siendo un apoyo en

la investigacion béasica para el avance en los estudios de la etiopatogenia de la

enfermedad periodontal.
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8 PERSPECTIVAS

Se espera continuar con el estudio de las bacterias inusuales presentes en la
bolsa periodontal y proporcionar evidencia cientifica con respecto a su papel en

la etiologia de la periodontitis.

Es de interés conocer aun mas al fibroblasto gingival, profundizar en el
entendimiento de su papel dentro de la etiopatogénesis de la enfermedad

periodontal y su perspectiva terapéutica en el futuro.

Este tipo de estudios resultarian de mayor impacto si se incluyen ensayos con
mayores variables como son el nimero de bacterias infectantes por célula a
infectar, varios tiempos de infeccion, pruebas de inmunohistoquimica y

evaluacién por microscopia electrénica.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACION- TOMA DE MUESTRA DE SURCO GINGIVAL

ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACION — TOMA DE MUESTRA DE TEJIDO GINGIVAL
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACION

Estudio: “Analisis in Vitro de la viabilidad de fibroblastos gingivales en
asociacion Escherichia coli

Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto
por:__la Dra. MARIA CLAUDIA CASTRO ZARATE, es muy importante que
usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacién de este
estudio: a) Su participacion es totalmente voluntaria. b) El participar en este
estudio puede no beneficiarlo a usted directamente, pero esta investigacion nos
permita clarificar muchos conceptos sobre. LA Enfermedad periodontal

c) Usted puede retirarse del estudio cuando lo desee. d) Ninguna persona
involucrada en este estudio recibird beneficios econémicos como pago por su
participacion. e) Este estudio no tiene ningun interés econdémico por parte
nuestra o de las instituciones colaboradoras. F) CONFIDENCIALIDAD: Los
registros con la informacion de cada individuo permaneceran archivados y por
ningun motivo se divulgara esta informacién sin su consentimiento. Cuando los
resultados de este estudio sean reportados en revistas cientificas o en
congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron parte en el
estudio seran omitidos. g) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion importante esta
resumida a continuacion y sera explicada por el grupo investigador. h) Si tiene
algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno
de los investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO
OBJETIVO:

PROCEDIEMIENTO:

Usted padece de Periodontitis (enfermedad periodontal crénica avanzada).
Esta es causada principalmente por el acumulo de bacterias alrededor del
diente y dentro de la encia. Para saber cuales son algunas de esas bacterias,
se le introducird un cono de papel a nivel del surco gingival (entre la encia y el
diente) y esta muestra se transportara en un medio especial para ser
estudiado en la presente investigacion

RIESGOS E INCOMODIDADES:

La participacion en este estudio representa para usted un minimo riesgo para
su salud e integridad y las molestias y efectos adversos estaran representados
exclusivamente por la toma de muestra referida en el procedimiento
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ANEXO 2

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRA E INCLUSION
VOLUNTARIA
EN EL ESTUDIO

Yo, identificado con documento de
identificacion  No. de ,
acepto voluntariamente que se me tome una muestra del surco gingival
mediante conos de papel, con el fin de realizar un estudio de las bacterias que
se encuentran en este sitio. Asi mismo, declar6 que se me ha explicado la

presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.
Fecha:

Paciente, Acudiente, Representante legal Investigador
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACION

Estudio: Anadlisis in Vitro de la viabilidad fibroblastos gingivales en asociacion

con Escherichia coli “

Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto
por:_la Dra. Maria Claudia Castro Zarate ___, es muy importante que usted lea
y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de este estudio: a) Su
participacion es totalmente voluntaria. b) El participar en este estudio puede no
beneficiarlo a usted directamente, pero esta investigacion nos permita clarificar
muchos conceptos sobre. La enfermedad periodontal c) Usted puede
retirarse del estudio cuando lo desee. d) Ninguna persona involucrada en este
estudio recibira beneficios econdbmicos como pago por su participacion. e) Este
estudio no tiene ningun interés econémico por parte nuestra o de las
instituciones colaboradoras. F) CONFIDENCIALIDAD: Los registros con la
informacion de cada individuo permaneceran archivados y por ningin motivo se
divulgara esta informacion sin su consentimiento. Cuando los resultados de
este estudio sean reportados en revistas cientificas o en congresos cientificos,
los nombres de todos aquellos que tomaron parte en el estudio seran omitidos.
g) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, Sus inconvenientes,
incomodidades y cualquier informacion importante esta resumida a
continuacion y serd explicada por el grupo investigador. h) Si tiene algun
interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

PROCEDIEMIENTO:

Usted necesita que se le retire tejido gingival (encia), con fines estéticos y/o
funcionales (embellecimiento y funcion) o con el fin de poderle tomar una
impresion para ser rehabilitado. Para tal fin, se le anestesiara localmente y
mediante un proceso quirargico se le eliminara el tejido correspondiente. Este
material biolégico (encia) no sera desechado sino que se emplearda en un
estudio de investigacion

RIESGOS E INCOMODIDADES:

La participacion en este estudio representa para usted un minimo riesgo para
su salud e integridad y las molestias y efectos adversos estaran representadas
exclusivamente por la toma de muestra referida en el procedimiento
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRA E INCLUSION
VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO

Yo, identificado con documento de
identificacion  No. de ,
acepto voluntariamente que se me tome una muestra de mi encia ,. Asi mismo,
declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se
le dara al material de muestra.

Fecha:

Paciente, Acudiente, Representante legal Investigador
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