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ABREVIATURAS

AP-1= Proteina activadora -1

ASK1= Quinasa reguladora de la sefial de apoptosls
CD14m= Proteina CD14 membranal

CD14s= Proteina CD14 soluble

COX-2= Ciclooxigenasa-2

DMEM= Medio de cultivo Eagle mod:flcado por Dubelcco
ERK= Proteina quinasa activada extracelularmente
FGH= Fibroblastos glnguvales humano ;
ICAM-1= Molécula de adhes:én inte
IL-1= Interleucina 1
IRAK= Proteina quinasa asoclado a receptor IL-

JNK= quinasa amino- -terminal reguladora del factor de transcripcuén c-JUN
KGF-1= Factor de crecimiento de queratinocitos 1.

LBP= Proteina de unién a LPS

LPS= Lipopolisacarido

MAPK= Proteina quinasa activada por mitégeno

MAPKK= Proteina quinasa activadora de MAPK

MAPKKK= Proteina quinasa quinasa activadora de MAPK.

MyD88= Gen 88 de respuesta primaria para la diferenciacion mieloxde

NF-kB= Factor nuclear —kB

NOS2= Enzima 6xido nitrico sintetasa-2

PI3K= Fosfatidilinositol 3-quinasa

PKR = Proteina quinasa regulada por RNA
mMRNA= Acido ribonucleico mensajero.
RT-PCR= Reaccién en cadena de la polimerasa.
SB203580= Inhibidor especifico de p38 = .
SBF= Suero Bovino Fetal S

TLR= Receptor Toll

TNFo= Factor de Ngcrosis'tdmpfél alfa,
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1. RESUMEN

La enfermedad periodontal y la caries dental son las principales enfermedades de
atencion odontolégica que se presentan con mayor incidencia en la poblacién mexicana,
su etiologia estd asociada con la presencia de microorganismos, en el caso de la
enfermedad periodontal como la gingivitis y la periodontitis los principales - agentes
patégenos son las bacterias de tipo Gram-negativas que poseen en su superficie
moléculas denominadas lipopolisacdridos.

Los lipopolisacaridos se asocian a receptores presentes en diversos tipos celulares entre
los que se encuentran macréfagos, monocitos y fibroblastos gingivales humanos, estos
receptores se denominan CD14 y TLR4. Su presencia permite el reconocimiento de los
lipopolisacdridos y la activacién de diferentes respuestas celulares, entre las que se
encuentran la sintesis y liberacién de citocinas e incluso la muerte celular, ambos
procesos implican la activacion de sefales intracelulares, activacion de sistemas de
transduccion y de factores de transcripcion lo que conlleva a la induccion de genes, que a
nivel clinico se pueden observar en las distintas fases de la enfermedad. Uno de los
sistemas de transduccion mas estudiado en los Gltimos afios es el de la familia de las
proteinas quinasas asociadas a la mitosis (MAPK). 212537.50

La familia de las MAPK esta integrada por ERK, JNK y p38. Esta Ultima es una quinasa

de peso molecular de 38 KDa que es activada por citocinas inflamatorias y por estrés
celular; contribuye asi mismo a la regulacién de factores de transcripcién y ha sido
relacionada con la apoptosis. 5%°

En este trabajo se estudio la fosforilacién y activacion de la proteina p38 mediada por LPS
en fibroblastos gingivales humanos. Se realizaron estudios dosis respuesta y curso
temporal, para caracterizar la fosforilacion de esta quinasa y se analizaron por ensayos
de western Blot. También se realizaron estudios de fosforilacién in vivo y ensayos de
inmunoprecipitacion. Asi mismo se estudié el efecto del inhibidor de p38 el SB203580
(5uM) sobre la expresion de la enzima oxido nitrico sintetasa y en la enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Por otra parte, ya que algunos autores mencionan la
traslocacion de las MAPK al nucleo al ser fosforiladas ', se observé si p38 se trasloca
al nucleo al ser inducida por el LPS, para esto se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica y se observaron las muestras al microscopio confocal.

Los experimentos se realizaron en cinco ocasiones por separado y se analizaron para la
obtencién de la densidad odptica mediante el sistema Labworks, de los resultados
obtenidos se obtuvieron las medias +/- error estandar, se realizd el andlisis t-de student y
se obtuvo la diferencia de cada variable con respecto al control que se tomé como el
100% del basal.

Nuestros resultados muestran que el lipopolisacarido induce la fosforilacién de p-38 desde
dosis de 0.1ug/ml y a partir de los 5 minutos de tratamiento. Por otra parte encontramos
que p-38 esta involucrada en la induccion de la expresion de la enzima oxido nitrico
sintetasa tipo 2 (NOS-2) y en la induccion de la enzima ciclooxigenasa-2, al ser
estimulado con LPS; en cuanto a la traslocacién de p38 al ntcleo, en el microscopio
confocal no se observaron cambios significativos que indiquen la traslocacién de p38.

En conclusion habiendo caracterizado la fosforilacion de p38 en FGH y conociendo por
medio bibliografico que existen 4 isoformas de p38 se continuard la investigacién para
conocer la isoforma involucrada en los fibroblastos gingivales humanos por medio de
oligonucledtidos antisentido.
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2. ANTECEDENTES ]
En los ultimos 50 afios gracias a los avances tanto en el area de la Microbidlogfa
Médica como _en:Biologia Molecular y Celular, tenemos una mayor comprensnon
sobre la etiologfa 'y patogénesis de las diversas enfermedades que se presentan
en el ser humano. El area Odontolégica no esta exenta de estos avances ya que
entre ' las principales enfermedades a las que nos enfre ta Aos son las
periodontales como la ginglvms y la perlodonmls las: cual ada
desde hace mas de 100 afios con la presencta de microorg nis ,os,presentes en
la placa dentobacteriana, cuyo prmcupal factor patogémco es la molééula conocida
como lipopolisacarido, esta molécula: se encuentra como parle estructural en la
membrana celular de todas las - bactenas':Gram negatlvas. incluyendo las
presentes en la enfermedad periodontal, 1225 37.80: ‘
Dada la participacién de estas moléculas en el desarrollo de Ias enfermedades se
han realizado muiltiples estudios a ftn de caractenzar los mecanlsmos de accnén de
estas moléculas con las células “del huesped entre las que se: encuentranA

macréfagos, monocitos y f:broblastos glnglvales humanos -

En estudios anteriores se ha observado que los LPS se asocnan al receptor CD14*
que se encuentra en flbroblastos gmglvales humanos y recnentemente se ha
descrito que ' estas células expresan asf mismo ‘al . receptor TLR algunas
evidencias senalan que larrprotefna TRL4 promueve una serie’ de respuestas
celulares por medio de la actlvaclén de vfas de transduccidn como Ia actlvacién de

la famllia de las MAP -quinasa ” El sistema MAP-quinasa se ha estudiado en
8- 10 11 13, :

mamiferos y se han encontrado tres subfamilias ERK, c-JUNyp3
El presente trabajo sera enfocado a. -demostrar la fosforilacié ‘d p38 en
fibroblastos ginigivales. humanos estimulados con LPS, por o é parte se
determinara si la fosforilacion de p-38 puede conducir a desencad nar eventos
fisioldgicos como el aumento en la forma inducible de Ia en2|ma 6xudo nnrlco
sintetasa e induccién de la enzima COX-2 mvolucrada en la produccuén de

prostaglandinas.
En esta tesis se caracterizo el efecto de los llpopollsacéndos sobre Ia fosfonlactén
de p-38 y los eventos fisioldgicos que a través de esta via se regulan.
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4. INTRODUCCION

4.1 PERIODONTO .
El periodonto, también llamado “Aparato de insercion” o “Tejido de  sostén del
diente”, esta formado por los siguientes tejidos (Fig1): '
e Encla
« Ligamento periodontal
 Cemento radicular
e Hueso alveolar

RC

Fig 1. Esquema de las estructuras del periodonto: encfa (G), ligamento periodontal, (PL), cemento
radicular (CR), el hueso alveolar propio (ABP) y apdfisis alveolar (AP).
Periodontologla Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting. -

La funcnon pnncxpal del periodonto es unir el diente al tejido Gseo de los maxnlares
y conservar la; lntag ‘dad de la superficie de la mucosa mastlcatorla de Ia cawdad‘

La encfa;'es I o de la mucosa masticatoria- que cubre los procesos alveolares
iones erwcales de los dientes. Anatémicamente esté dwndnda en

y rodea las po“

encia marglnale nsertada (Fig. 2).
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Fig 2. Imagen de la encia clinicamente sana.
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.

ENCIA LIBRE O MARGINAL.
La encia libre es el borde de la encia que rodea los dientes a modo de collar, es
de color coral, tiene una superficie opaca, consistencia firme y comprende el tejido
gingival de las zonas vestibulares, lingual y palatino de los dientes; ésf‘cbmo' la
encia interdental o papilas interdentarias. (Fig2) - ‘ i
En el lado vestibular y lingual de los dientes, la ‘en(_:'ia‘lib va‘en 'séntido"cér‘onali

ubicado en un nivel que se corresponde cor

ENCIA ADHERIDA: ,
Se encuentra limitada en sentido cordn’ rfclp_
en direccién apical hacia la unién mucogmgival donde' se continda con Ia mucosa
alveolar. Tiene una textura flrme, rosa ‘coraly. suele:mostrar un puntllleado fino que
le da el aspecto de cdscara de’ paranj Este. tlpo de mucosa esta firmemente
adherida al hueso alveolar y cé}neﬁfc’subyaéenies, por medio de fibras conectivas

| surco ginglval Ilbre y se extiende




y es por tanto casi inmovil en relacién con la encia libre.

DESCRIPCION MICROSCOPICA DE LA ENCIA.

La encia esta formada por tejido epltellal y teudo conjuntivo.

A) Tejido epitelial: :

La encia libre esta formada por un epltello que se encuentra diferenciado de la
siguiente forma: epitelio bucal que da hacia la cavidad bucal, epitelio sulcular bucal
que va hacia el diente sin ponerse en contacto con el mismo, y un epitelio de unién
que permite el contacto encfa y diente (Fig 3). '3

Cpitelo sucular
bucal

 cemendt

7

Epitelo de
uneon

Tepdo
conectiva

Hoeso

Fig 3. Esquema de un corte histolégico que describe la composicion de la encla y el drea de
contacto entre la encfa y el esmalte.
Pariodontologla Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.

E! epitelio buCa‘I‘es un‘epitelio escamoso estratificado queratinizado, del cual se
diferencia en vanas capas segun su grado de queratmizamén ’

1.- Capa basal
2.- Capa de células espinosas
3.- Capa de granular

4.- Capa cornificada -

Thald LU
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Las células basales son células cnlfndrlcas o cuboides que estén en contacto con
la membrana basal Las células basales tlenen la capacudad de dividirse por medio
de duvnsnones mnétlcas. E

Ia cap cornlflcada se obse an Ias células eplteliales
aplanadas, muy ce' a’ entre sl q Y ‘
queratmlzacnén por lo cual se Ies

El tejldo epltehal esté sep rad >
basal, la cual esta: forma a'p AP ¢ |
células basales y en una Iémlna densa quemlra hacna e| ‘tejldo conectnvo y de la

cual se desprenden las fibras de’ anclaje. :

Las células basales que se encuentran en contacto con Ia Iémma ldcida presentan
unas zonas gruesas conocidas como hemldesmosomas Los  tonofllamentos
citoplasmaticos de la célula convergen hacia. esos hemidesmosomas, as( estas
estructuras participan en la insercién del epitelio a la membrana basal.

La unién entre las células estd dada por otfas i estructuras conocidas como
desmosomas, que pueden considerarse como hémidésmosomas encontrados.

B) Telido conjuntivo:

Es el tejido predominante de la .encla y del Ilgamento periodontal. Sus
componentes principales son las fibras colagenas (60%) flbroblastos (5%). yasos,
nervios y matriz (aproximadamente un 35%)." ;

Células: -
os flbroblastos

y

Entre las células que se encuentran estén predomlnantemente'
(65% = aproximadamente), macréfagos mastocltos, neutréfllos,
plasmocitos.

lmfocptos.

El fibroblasto es una célula grande, plaria nificada, fusiforme o, estrellada (Flg
4). Su nucleo es de forma ovalada y ttene una dellcad A me brana n clear uno o

granulos fmos

dos nucleolos notables y una pequeia: canhdad de cromatln
En su citoplasma se observa ‘un ret(culo endoplasmétlco ,granuloso bien

11



desarrollado con ribosomas; su aparato de Golgi es de tamano consnderable Y. sus
mitocondrias son grandes y numerosas. Ademés en su cttoplasma se observan
muchos’ tonofnlamentos delgados Adyacentes ai Ia membrana celular. en la
penferla se pueden hallar una g’an cantuda' d vesfculas. Su ‘principal funcién es
i S |ad s'en este. tejido (fibras

la produccuén de los diversos
colagena, retlcuhna y eléstlcas) y de algunos componentes de la matriz celular
(glucosaminoglucanos y glucoproteinas). Los demas componentes de la matriz
celular"son'formados por los mastocitos. El fibroblasto también esta involucrado
en la reparacion y destruccion de los tejidos en la enfermedad periodontal, 34"

Fig 4. Microscopia de interferencia de Nomarski de fibroblasto gingival humano.
Imagen oblenida en e! Laboratorio de Bioquimica de Posgrado de Odontologia.Aumento la barra
aumento 100x 7°

El mastocito es responsable de la produccién de ciertos componentes de la matriz
celular, también produce substancias vasoactivas que pueden afectar el sistema
microvascular y controlar el flujo de la sangre a través del tejido; tales substancias
son la histamina y la heparina, que se acumulan en una gran variedad de
vesiculas que se encuentran en el citoplasma de la célula. :

El macrdfago presenta funciones principalmente de tipo fagocfticas bor lo cual
pueden observarse en su citoplasma vesiculas lisosdmicas’ con, “material
fagocitado conocidos como fagosomas. Los macréfagos. abundan en Ios tejldosb
inflamados y derivan de los monocitos sanguineos dentro de los tejidos.’ :
Las demas células como los neutréfitos y linfocitos, participan prmclpalmente en la

respuesta inflamatoria.
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Fibras:
Las fibras presentes en el tejido conectivo de la encia se dividen en: fibras

colagenas, fibras elasticas, fibras de reticulina y fibras oxitalanicas.

Las fibras coldgena son las predominantes y son producidas pnncipalmente por el
fibroblasto, aunque también los cementoblastos y osteoblastos poseen esta
capacidad. Algunas de ellas se distribuyen al azar vy otras se: organlzan en
fasciculos con una orientacién definida distinguiéndose: 2 :
Fibras circulares: siguen un curso dentro de la encia libre Y. rodean al dnente.
Fibras dentogingivales: estan incluidas en el cemento de Ia porcnén supra alveolar
de la raiz y siguen un trayecto en abanico hacia la encfa hbre
Fibras dentoperiésticas: siguen un trayecto en abanlco Igual que- Ias amenores
pero van hacia el cemento de la porcién infra-alveolar de la rafz . '
Fibras transeptales: se extienden de! cemento supra-alve r de diente vecmos.
Las fibras eldsticas se encuentran asociadas con los vasos sanguf eos
Las fibras de reticulina se caracterizan por tenirse con l ' tmcié arglroflhca .y se
encuentran principalmente adyacentes a la membran

conjuntivo laxo que rodea a los vasos sangufneos
Las fibras oxitaldnicas estan presentes en la encfa y ‘en el ligamento penodontal
sin embargo su funcién es desconocida. o

Matriz: S ;
La matriz del tejido conectivo es el medio donde estén lncluudas Ias células del
tejido conectivo,  es el medio donde se difunden los nutnentes para que estas
sobrevivan. Su componente pnnmpal son macromoléculas de pollsacéndos y
protelnas, se dividen, en: proteoglicanos y glucoproteinas. Los proteogllcanos
contienen glucosaminoglicanos como polisacéridos que estan unidos a su porclén
proteica, excepto uno de los glucosaminoglucanos llamado acido hialurénlco. El
componente proteico predominante son las glucoproteinas como la flbronectina y
osteonectina y algunos proteoglicanos.



LIGAMENTO PERIODONTAL:

El Ilgamento periodontal es el tejido conectivo blando que rodea Ias raices
dentales yse ‘Une al hueso ? ; ST ’ X

Las fibras que conforman el Ilgamento perlodontal se clas:ﬂcan en (FlgS)

a) Grupo de'la _cresta alveolar. que se. extlende desde el area cervucal de la raiz

hasta la cresta alveolar .
b) Grupo honzomal estas flbras corren de manera perpendicula desde el dlente

hasta el hueso. o :
c) Grupo oblicuo, estas fibras estan onentadas de forma obllcua con msercnones

en el cemento y se extienden mas oclusalmente en el alveolo. - ;

d) Grupo apical, se diseminan desde ol éplce del diente hasta eI hueso o

Esta disposicion de las fibras permlte sustentar las fuerzas recibidas por el diente
El ligamento periodontal esta compuesto principalmente de fibrillas colégenas
dispuestas en haces. La colagena representa el 50% del peso seco;de todo el
ligamento periodontal. Aunque también estan presentes fibras elasticas asociadas
a los vasos sanguineos .y fibras oxitalanicas. Cerca de la parte media del
ligamento, cruzan ' canales de tejido conectivo laxo, el cual ‘contiene vasos
sanguineo, linfaticos 'y haces nerviosos. La mayoria de sus vasos sanguineos

surgen de la médula ésea.
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Fig 5. Esquema de la ubicacion de las fibras del ligamento periodontal con respecto al hueso (ABF)
y el cemento radicular (RC). Fibras de la cresta alveolar (ACF), Fibras horizontales (HF), hbras
oblicuas (OF), Fibras apicales (APF).
Pariodontologfa Clinica e Implantologfa Odontolbgica. Jan Lindhe, Thorkild Karting,

CEMENTO RADICULAR:

El cemento es un tejudo mineralizado especializado que recubre Ias superfucnes

mineral, lo constituye pnncnpalmante la hldroxlapatlta en un porcema]e del 95% del

peso. Sus funciones principales son a reparacién de la superﬂcie radiculary la de
la insercidon del ligamento perlodontal :

Hay dos tipos: el cemento acelular o pnmano que se forma a medid que se va

formando la raiz; y el cemento celular o secundario’ que se forma después de la
erupcién dentaria y en respuesta a las exngencnas functonales.

El cemento acelular cubre siempre la parte cervical del dlente y:en Ia porcnén
apical la raiz esta cubierta por cemento celular.

Y

Ambos cementos son producidos por el cementoblasto que al quedar contenidos




dentro del cemento reciben el nombre de cementoci‘tos.

En la parte que corresponde al cemento acelular se pueden observar la insercion
de fibras del ligamento periodomal que se msenan tanto en el cemento como en el
huesoy se conocen como f:bras de Sharpey : St

HUESO ALVEOLAR

esponjoso._’, :
Junto con ei cemento radlcular Y. el Ilgamento penodontal consutuyen el‘aparato de
insercion de los dlentes, cuya funcisn prmcnpal es st
fuerzas generadas por los contactos dentano S
La lamina dura o hueso compacto esta perforado por mul

sle conductos de
cos,r asi
hasta eI~

Volkmann, a través de los cuales pasan los’ aso
como fibras nerviosas, estos conductos van'd sde

ligamento periodontal.
Las unidades estructurales basicas del hueso cortlcal son el sistema; Haversnano,:
que son estructuras cilindricas y onenladas Iovngztudmalmente alrededorkde los
conductos vasculares. : g
El hueso es formado por las células llamadas osteoblastos "y es reabsorbldo por
los osteoclastos. Los osteoblastos prlmero.prodqun el ¢ eo:de constituido por
fibras colagenas y una matriz que contiene broteé‘gi‘udé‘nos y glucoprotefnas este
osteoide experimenta una mineralizacién por depésntos ‘de minerales, como calcio
y fosfato, que posteriormente se transforman en hldroxuapama. Durante este
proceso de mineralizacién los osteoblastos pueden ser incluidos en el osteoide y
quedar atrapados,. y reciben el .nombre .de: osteocitos, los cuales se nutren y
comunican por medio de sus prolongaéibnes citoplésmicas.



4.2 PLACA DENTOBACTERIANA Y ENFERMEDAD PERIODONTAL.
La placa dental es el acumulo de depésnos bactenanos en la cavndad bucal Se
clasifica de acuerdo a su localizacién en supragingival y subglnglval. 48

PLACA SUPRAGINGIVAL. : .
Se detecta a simple vista cuando alcanza c:erto grosor. es amanlla o blanquecma
y tiene mayor grosor a lo largo del tercno g|ng|val del dlente Y areas
interproximales. 2 . ) ', L

Su formacidn inicia con la aposnc:én al esmalte de la pelfcula adquinda la cual es
una cubierta heterogénea que se establece por la adsorcnén selectlva de protefnas
y glucoproteinas salivales a la hldrox1apama (FASE 1). ‘A'los pocos rr]lbnutorsfde
haberse establecido la pelicula adquirida inicia la colonizacién 'bactériana, el
primer colonizador es Streptococcus sanguis, posteriormente . 'se ‘instala
Actinomyces viscosus, estos se asocian con las glucoprotefnaé de Ia“pelfvcula. La
mayor parte de las bacterias provienen de la microflora salival que baha el diente y
algunas otras son transportadas por células descamadas que las llevan adheridas
(FASE 2). Posteriormente se inician los fendmenos de agregécién bacteriana y se
incorporan nuevas bacterias, ademas de que continua la multiplicacién de las ya
presentes (FASE 3), en esta etapa la placa es fina, facilmente desprendible, el
metabolismo bacteriano es principalmente aerobio y estd formada principalmente
por cocos. : :

L.a colonizacion continta hasta Ilegar a la placa madura (FASE 4) en donde

se han agregado bacterias anaeroblas y-' anaerobias facultanvas por- el
Ias especxes predomlnantes son

metabolismo bacteriano y la produccn‘ 1
los cocos Gram-positivos anaeroblo facultativos entre ellos S sangws v S mitis y
algunas  especies de Acl/nomyqes. Las’ uperf:meﬁ receptoras da |os cocos y
bacilos Gram posiytivos pérﬁliléﬁ’l posterior: adherencua' de orgamsmos gram
negativos. La acumulacnén de ia placa a/l ':largo del margen gingival origina una

reaccién mflamatona de. Ios tejldos glnglvales1 452 placa madura se forma en




un lapso de tiempo variable, pero puede alcanzarse a las 2 o 3 semanas, Al
envejecer la placa las capas mas - profundas se ven privadas de oxigeno y de
nutrientes, los prdduclos de desecho se acumulan y hay una reduccién gradual en
la cantidad de microorganis‘m'os vivos, de tal forma que los estudios microscopicos
revelan la presencia de es‘pa‘cios‘ vacios por autolisis de algunas bacterias. (Fig 6).

I !
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Sustrato Adsorcion Microorganismas  Muttiplicacidn Adsorcion secuencial
fnpio molecular aislados de MICTOOMRANISTOS

d

tase 1} tfase 2) (ase 3) fase Q)

Fig 6. Etapas en la formacion de biopelicula sobre una superficie limpia, dura y no
descamante. Fase 1: Adsorcién molecular para favorecer la formacion de la biopelicula. Fase 2
Adhesion bacteriana, Fase 3: Desarrollio de la matriz extracelular y multiplicacién bacteriana. Fase
4: Adsorcién secuencial de mds bacterias para formar biopelicula mds compleja y madura.
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.

PLACA SUBGINGIVAL.

Es delgada, contenida dentro del surco gingival o bolsa periodontal por lo que
resulta dificil su estudio in situ. En las porciones mas préximas al esmalte va a
estar influenciada directamente por la placa supragingival, por lo que su
composicién es muy similar a - ésta, con cocos Gram positivos anaerobios
facultativos. La placa no adherida al diente puede estar adherida al epitelio o estar
flotante. Las bacterias de Ia‘placa ﬂotanté comprendén: bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos como:‘,{Abtinobécillus actinér_nyt:etem- comitans, especies
de Porphyromonas, Prévotella, Fusobécterium, Leptotrichia buccalis y Selemonas.
La placa adherida al epitelio esta provfsta' por bacterias que tienen la capacidad de
adhesién por rﬁedio de fimbrias, como A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivales, 'Prevotellra rhelaninbgen/‘ca," " Capnocytophaga, Selemonas vy
Fusobactierum, *° :
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ENFERMEDAD PERIODONTAL. : o
Los padecimientos mas frecuentes de los tejidos periodontalés son los procesos .
inflamatorios “gingivales y del aparato de msercién dental son |nfecciones
microbianas relacionadas con la acumulacion local de placa dental célculos y flora

periodontal patégena subgingival 2, :
El huésped responde ante el ataque de Ias bactenas P
medio de un proceso inflamatorio e inmuns, su obje
los microorganismos y la invasién a otros tejldos s
reacciones pueden ser perjudiciales para el huésped m mo,

va que la inflamacién
dafa a las células circundantes y al tejido conectlvo e )
Una encia clinicamente sana tiene una capacndad de respuesta contra los
microorganismos como se describe a contlnuacnén = :

- Produccién de anticuerpos contra los mncroorganlsmos

- Funcién fagocitaria de los neutréfilos y macréfagos. i

- Produccién de elementos del complemento

- Descamacion celular ‘

- Mantenimiento de una barrera epitelial;

- Un flujo liquido positivo de la' hendidura ‘gingiVal, que puedé eiiminar los
microorganismos y productos nocivos. » ) " ' s
Todos estos factores pueden actuar en conjunto para redumr la carga bactenana y
asl prevenir una respuesta exceslva de los sistemas de defensa de Ios te]ldos que
podria conducir a la formamén de una lesién. La relacnén huésped microorganismo
que constituye una encia llbre de: |nf|Itrado mﬂamatorlo es 'fmodmcada en la

gingivitis y periodontitis. :
Las fases clasicas de la mflamac:én aguda y crémca no son “faci
enfermedad perlodontal por lo que se utlhza el snstema de Pa
definir la hlstopatogenla de la enfermedad penodontal 1

ySch oeder para



LESION GINGIVAL INICIAL

Se inicia con una lesnén ginguval inicial, que_como se menciond con anterioridad
comuenza con la dnlataclén de artenolas, capllares y ‘vénulas, lo.que lleva a un
aumento de la” presndn hidrostétuca dentro“delamicrocirculacién y se forman
brechas mtercelulares entre’ células endotellales capllares adyacentes, con lo que
se produce una exudacién de liquido y las protemas que invaden los tejidos y se
produce una penetracnén de células mflamatonas (linfocitos, macréfagos Y
neutrofnlos) en ‘el tendo conectlvo subyacente al epnello de unién. n
Slmulténeamente a-las’ alteracnones vasculares. se produce la mngracuén de
leucocitos desde los capllares ésta sallda es reforiada por molécula de'adhesmn
como’ ICAM1 y (molecula de adhesién mtercalula ,,_1) y la’ molécula-1 de
adhesuén Ieucocharna endotellal (ELAM 1) y otras _adheslnas Estas: 'moléculas

Los Ieuco
Entre Ios :

pocos plasmocnos, eI inflltrado consmuye‘
debajo del epltello de unlén Los flbroblast

cno\para el infiltrado
inflamatorio. Se produce aumem “e las células: basales del epiteho de unién y
sulcular, lo cual probable'ment ocufre, or: un: intento del .cuerpo por reforzar la,
barrera mnata la placa Tamblén se presenta destruccién de: colégena. la cual se

debe pnnmpalmente a la inducmén de proteasas del huésped !
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LESION GINGIVAL ESTABLECIDA.

En esta hay un incremento de exudado liquido y migracién de leucocitos hacia los
tejidos y la hendidura gingival. Su caracteristica principal es que esta dominada
por plasmocitos, encargados de la defensa humoral, que se caracterizan por la
produccién de anticuerpos contra un agente patégeno, su funcién se relaciona con
la capacidad de opsonlzar bactenas para prevenir la colonizacidn microbiana.
Continda con la pérdida de colageno yla prol:feracnén de las células epiteliales, el
epitelio de la bolsa no esta adherid avla superflcie dentana y tiene una fuerte
infiltracién leucocitaria coh pr de: neutréhlos. en _comparacién con el
epitelio de unién onginal el bolsa es mas permeable al paso de
sustancias hacia dentro y hacia fuera de los té]ldos conectlvos subyacentes

LESION GINGIVAL AVANZADA
El infiltrado inflamatorio se extiende lateral y aplcalmeme ‘la Ieslén avanzada tiene
las caracteristicas de una lesién establecida excepto porque exnste una pérdida de
hueso alveolar y un importante dafo de las f}bra;, el: epitelio de unién migra

apicalmente desde el limite cementoadamantino.

CLASIFICACION e
Se han utilizado diferentes clasificacione's:de las enfermedades periodontales, en
fechas recientes un comité de expertb'vs'; clinicos. e investigadores clentlificos
convocados por la Academia Américaria de Periodontologia desarrollaron un
sistema de clasificacion para ordenar Ias dlversas entidades clinicas de la
enfermedad periodontal. ‘
La clasificacién que actuaimente “es en base a su etlologla y la capacidad de
respuesta del huésped 4847;
l.- Enfermedades gingivales.
A.- Enfermedad por placa dental.

1 Gingivitis asociada tinicamente a placa.’

2 Enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos.



a. Asociadas al sistema endocrino .
b. Asociadas a dlscrasias sangumeas
1) Glnglvitls en la
3.- Enfermedades gmglval

Ieucemla

mfluencladas por medlcac:én

a. lnfluencra por drogas 3
1) Agrandamlemos glngivales

qcldos por d(ogas

4,- Enfermedades gmglvales modm adas por. malnutncnén
a. Glnglvms por deﬂclencua de écndo'aécorblco
b. Otros [
B.- Enfermedades ginglvales no asocnadas a Ia pI

1 Lesiones ongmadas por bacterias especfflcas
a. Neisseria gonorrea
b. Treponema pallidum
c. Esteptococal sp.
d. Otras variedades.
2 Enfermedad gingival de origen viral '
a. Infecciones por herpes
b. Otras :
3 Enfermedad gingival de orlgen lungico
a. Infecciones por Candlda sp:
b. Eritema gmguval Imeal
c. HlstoplamOSIS
d. Otras :
4 Lesuones gmglvalesAde orlgen genétaco i

a. Flbromatosns glnglval herednana
b. Otras s

5 Manlfestaciones gmglvales de c:ertas condncnones sistemlcas
‘a. Desérdenes mucocutaneos




1) Liquen plano

2) Penfigoide -~

3) Pénfigo vulgar -

4) Erltema multlforme -
' 5) Lupus erltemétoso
b. Reacciones alérglcas

S1) M ”tenales dentales i

7 Reacmones a cuerpo extrano
8 No especmcadas :

11, Periodontitis.
1.~ Crénlca
Al Locahzada
i "B. Generalizada
2.- Periodontitis agresiva
A. Localizada
B. Generalizada
3.- Periodontitis con manifestaciones de enfermedades sistémicas.
A. Asociada con desordenes hematoléglcos
1. Neutropenia adquirida - .
2. Leucemias
3. Otras. : y
B. Asociada con desé' enes genéticos
C. No especmcada (NES '

4.- Enfermédédes periodontales necrotisantes.

B. F’enodontltls

5.- Abscesos en el penodonlo,




A. Absceso gingival
B. Absceso periodontal
C. Absceso periocoronal .
6.~ Periodontitis asociadas con lesiones ehdodénticas
7.- Deformidades y condiciones del desarrollo y adqulndas :
A. Factores localizados al diente que modlﬁcan o predlsponen la
acumulacién de placa e inducen enfermedad glnglval y perlodonmls
B. Deformidades mucoglnglvales y condlcnones “alrededor -del
diente. o .
C. Deformldades mucoglngivales y condncnones de ' procesos
edéntulos.
D. Trauma ocirusal;"

La gingivitis es un proceso lnflamatoruo de Ia encfa en-el cual el epltello de unién
se localiza en su nlvel ongunal es decw en o cerca de Ia unién ‘cemento-esmalte.
Esta inflamacion se presenta con camblos de. color, forma de la encia, posicion,
aspecto dela superficie y la presencna de hemorragla [] exudado Ieve

La periodontitis es una enfermedad inflamatona crémca, destrucuva supurativa e
inflamatoria de los tejidos de sopoﬂe del diente, se deﬂne como la migracicn del
epitelio de unidn hacia apxcal de la union cemento- esmalte lenicamente puede
observarse inflamacién de . la encra dependiendo - de las bolsas penodontales,
migracién apical del epitelic de unién y. ‘exposicién del cemento raducular al medzo
ambiente oral, ademés el diente presenta movilidad, debido a Ia pérdlda del
ligamento parodonlal La velocxdad dela ‘progresién de esta enfermedad varia
considerablemente. Otra caracteristica importante es que el epitelio de la bolsa

esta ulcerado.
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4.3 BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS

La historia de la microbiologia bucal es paralela a la de !a microbiologia y la
enfermedad infecciosa en general, y comienza en 1683 con el descubrimiento de
la primera bacteria encontrada en la placa dental por Leeuwenhoek.

Por otro lado en 1890 Miller obtuvo fama por su teoria acidogénica de la caries
dental y también propuso que la piorrea alveolar no la causaba una bacteria
especifica, sino que participaban diversas bacterias; como un proceso supurativo
en el cual se implican varias bacterias. Esta es una de las primeras declaraciones
de lo que ahora es la hipétesis de placa no especifica.

A principios del siglo XX, algunos investigadores como Bass, Smith, Barret
consideraron que estaban implicadas en la enfermedad periodontal algunos tipos
de amibas, de hecho Bass le llamé Endoameba buccalis, otros autores
mencionaron espiroquetas, estreptococos, Staphylococos, y al Bacteroide
melaninogenicum como causantes de la enfermedad. Constituyendo la hipotesis
de placa especifica.

En la mitad de los afios ochenta, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Wolinella
recta y otros microorganismos son asociados a la enfermedad periodontal, la lista
de los patégenos posibles asociados a la enfermedad contintia creciendo, gracias
a los avances de las técnicas de cultivo y de observacién. 1452223,

En conclusion ahora podemos hablar de que las enfermedades periodontales son
causadas por bacterias presentes en la placa dental bacteriana, hecho
demostrado experimentalmente de diferentes formas: en pacientes con mala
higiene dental; o por medio de la terapéutica que incluye una eliminacion
mecanica de los acumulos de placa dentobacteriana; o por ultimo debido a
estudios in vivo e in vitro en los cuales microorganismos que en el ser humano
causan enfermedad periodontal y al ser inoculados en animales también provocan
dicha enfermedad: Con estos tres aspectos decimos que la enfermedad
periodontal es una enfermedad infecciosa. Aunque para poder determinar si es
debida a un microorganismo en particular o a varios es sumamente dificil, debido a
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la dificultad de aislar los microorganismos sin que estos se contaminen con otros
del medio ademas de que no cumplen con los postulados de Koch por lo que
Socransky modificé estos postulados para poder determinar que bacterlas debfan
ser consideradas como causales de la enfermedad ‘ stds sori p
1.- Los patégenos estén presentes ‘en Jla’proximidad de'las lesiones’ penodontales

yen grandes cantldades : S
. 2.- Los paclentes mfectado desarrolla alta conc ntracio ntylcuerpﬂos en
el suero, sallva y lquIdo glnglva

3.-" La - eliminacion de estosvmlcr

enfermedad. 5 ) :
4.- Los mlcroorganlsmos deben poseer factores de vnrulencia relevanles en la

inciacién y progreso de la enfermedad i
5.- La implantacion expenmental del microorganismo en el ksurco glnglval de un
animal permite el desarrollo de alguna de las caracterfstlcas de Ia enfermédad ‘
La enfermedad penodontal esta asociada con una mlcroﬂora comple}a en la cual
mas de 350 especues pueden 'ser encontradas, esto: entre bacterlas y. algunos

hongos como Candtda
Una vanedad de mncroorgamsmos predommantemente Gram negativos,
anaerobios y movules parhcnpan enla etlologfa de la enfermedad

Entre las especnes més menctonadas encontramos Porphyromonas gingivales,
Prevotella - /ntermed/a, Acllnobactllus' act/nomycetemcomltans, Bacteroides
forsythus, Camphy/obacler rectus, ;'Eubaclerlum nucleatum Peptostreptoccocus
micros, Prevotella mgrescens, ' ‘trép(qcoccus intermedius y especies de
Treponema. Ya que su ‘estructu}'a b ctéfiéné sus componentes extracelulares y

sus metabolitos pueden provocar dlversos ‘efectos sobre los tejidos del huésped.
4,5,21,23,34,42,43 E
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ESTRUCTURA BACTERIANA.

Las bacternas son células unlcelulares procanotas. su mformaclén genéhca esta
contenida en una gran molécula cnrcular de ADN blcatenano, el material genétlco .
no se encuentra dehmitado en un nucleo por una membrana nuclear El cutoplasma
celular ' contiene’ muchos nbosomas pero carece de otros organelos por io cual
muchas- de"sus funciones metabélncas las reallza en la membrana elular ‘En 3
todas Ias bactenas, excep(o en Ios micoplasmas la célula esté rode a por una

parésno

Pared Celular. o .
La pared celular difiere en las bacterias Gram posmvas y Gram negatlvas (Flg 7).
sin embargo - tienen un componente comun llamado péptidoglucano (mucopéptido
o mureina), es un polimero mixto de azucares‘hexosa (N-acetilglucosamina y
&cido N-acetilmurdmico) y aminodacidos.

En las bacterias Gram positivas, la pared forma una gruesa capa externa de la
membrana celular y puede contener otras macromoléculas.

En las bacterias Gram negativas, la capa de peptidoglucano es delgada y esta
cubierta por una membrana externa, las principales moléculas presentes en ésta
membrana externa son lipopolisacaridos y lipoproteinas. El lipopolisacarido de la
membrana le confiere a estas espécies propiedades téxicas y antigénicas.
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Fig 7. Esquema de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Mlms
A.Cedric, Playfair John. Microbiologfa Médica.

Capsula.

Esta estructura esta rodeando ala pared celular, esta presente solo en algunas
espemes esta formada por pohsacarldos de-alto. peso; molecular Esta superﬂcne
proporclona proteccién contra la fagocntosus por.células del huésped -

Flagelos. :
Son filamentos helicoidales largos que ‘se extlenden desde la superﬁcue celular
para generar fuerzas de propulsnon y permltlr “quela bactena se mueva en: su
medio, pueden estar limitados a.los’ polos de la célula y ser unicos (polares) o
formar penachos (lopotricos), o blen aparecer distribuidos sobre. la superﬂcne
general de la célula (peritricos). Los flagelos estan constituidos por componentes
proteinicos (flagelinas) fueﬂemente anhgémcos : i

Pili.
Son otra forma de prpy
proteinas conocidas

'Superficiales bacterianas, estan formados - 'pbr
adhesinas. Su funcién consiste en promover. la
adherencia a otras bac a las células del huésped. La existencia de muchos

pilis sobre Iarsuperﬂme bacterlana evita la tagocitosis por parte de la defensa del
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Los _principales’ microorganismos  asociados: a  distintas ' enfermedades

periodontales se presenta en la tabla 1.-

Tabla |. Microorganismos asociados a enfermedades p‘e‘riodom'ales 4 0

Microorganismo Gingivitis Perio. - Perio.juvenil .. Perio, . - Enf.
asociada a crénica localy gral.”. : Slstéhﬂcas. :
PDB. B Y

A.actinomycetemcomita - ++ Fotie : + -

ns

Porphyromonas - o+ - +

gingivalis

Prevotella intermedia ++ ++ + s

Bacteroides forsythus - R + ?

Fusobacterium (spp) i+ ++ . +

Peptostreptococcus - e+ - -+

micros

Woillenella recta + ++ + +++

Treponema denticola ++ ++ - +

Aclinomyces (spp) +++ - . <

Capnocytophaga (spp) - ++ + -

Eikenella corrodens - + + ?

Streptococcus (spp) +++ - - -
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4.4 LIPOPOLISACARIDOS,

Son moléculas que estan presentes en la pared celular. de las bacterias Gram-
negativas, también' recibe ‘el nombre ‘de endotoxma y se ‘define generalmente
como un complejo proteinico estable al calor.

Los LPS constan de las siguientes partes (Fig 8):

a) Una porcnén superﬂcnal polisacérida que es antigénica y especlflca de especne y.
se denomma antlgeno especifico O, antigeno. O..6:antigeno. sométnco, 'es: eI'
principal antlgeno de las bacterias Gram-negativas. -~ '&

b) La capa intermedia esta formada por ollgosacérldos y actdo ketodesoxuoctémco

denomlnado core” o KDO.
c) La parte interna es lipidica y se llama. Ilpldo A es muy téxlca y consmuye la

endotoxina responsable inicial del cuadro deAshock séptico.‘ Esté constltuido porr,
dlsacéndos de D-glucosamina, lésforo y dlversos 'écxdos grasos (Iaurlco, palmmco.*

mlrfstnco y B-hidroximiristico).

Se ha demostrado que el LPS tlene una alta ‘afinidad por las proteinas. de’

membrana en los mamiferos-y esycapaz de desencadenar una gran cantidad de

sefales intracelulares una vez ligado a su receptor, +5:34:42:4344,45,49,50.

TESIS CON
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Fig 8. Esquema de la estructura general de una molécula de Lipopolisacdrido, presentando su
parte polisacérida o antigeno O, su capa inermedia o KDO y la parte interna liplca llamada lipido A.
Guha Mausumee, Mackman Nigel. LPS induction of gene expresion in human monocytes.
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Actividad Blologlca deI LPS en los Tejidos Ginglvales.

La estxmulacnén bnoléglca de monocttos y: otras celulas por el LPS estlmula ia
produccion de~cutocnnas. algunas de estas citocinas -estan involucradas en-la
respuesta"f ] matona e. mmune del huésped ~Se’ ha demostrado recientemente

altos anSIeS» IL-1[3 e IL-6, en tejldos ginglvales de smos con. Iesnones
42,43 : - B .

penodontales acnvas
De igual forma aunque se sabe que tanto la composmién bactenana como factores
derivados del huésped estan involucrados en'la estimulacion .de- la pérdida- de
hueso en la periyodontitis. El LPS es uno de los componentes bacierianos que mas
induce la resorcidn ésea en cultivos in vitro, especialmente el LPS de P.gingivalis.
23344243505 fracciones de LPS de P.gingivalis inhiben la sintesis de colagena y
aumentan la actividad de los osteoclastos provocando la resorcién ésea, ademas
las - citocinas inducidas por ésta molécula provocan la activacion de factor de
transcﬁpcién NFk-B. que induce la expresién de genes que codifican KGF-1 e
ICAM, moléculas que participan en la proliferacion y migracién de células
epiteliales;‘ que es uno de los primeros pasos de la periodontitis.3?

Interaccién de los Fibroblastos con El LPS
Se ha observado que el LPS de P.gingivalis, P.intermedia y E. coli caUsan una
inhibicion tipo dosis-respuesta del crecimiento celular de los: flbroblastos in.vitro, a

altas dosis el LPS inhibe el crecimiento celular y a ba]as dos: rpvly'gm’ueve la
34,41,42,43 [

proliferacion. S .
Los fibroblastos in vitro producen varias citocinas en respuesta a estimulantes
exdgenos y endégenos, en el caso del LPS de P. glng/valls mduce la hberacnén de
citocinas inflamatorias, las mas importantes son IL-1B. -6 y NFa Asf los.
fibroblastos gingivales como células productoras de cntocmas pueden bdntrlbunr a
la respuesta inmune e inflamatoria de los tejidos perlodontales ’

Receptores de los LPS.
Dada la |mportanc|a de esta macromolécula para des
de respuestas inflamatorias y septicemia se han r’e,a,h:x A

In‘gran nimero
o diversos estudios sobre
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el mecanismo por el cual estas moléculas. activan mecanismos de transduccién
en dlferentes l!neas celulares en ‘estudios realizados sobre monocitos y
macréfagos se ha demostrado que el LPS induce la expresnon de genes y
citocinas "al’ formar un complejo de asociacnén con receptores presentes en la
membrana celular vEste complejo inicia con la; asociacion del LPS a una proteina-
conocida como LBP que es: Ia protefna de umén al'LPS. LBP se encuentra
0} pg/ml esta

presente en el plasma sangufneo a una concentracnén de 3

concentracnén puede aumentar al aumentar Ia cantldad del LPS

cma,‘k g i :

Una vez formado el comple]o LBP-LPS éste se transmlte ala protefna conoclda
como CD14 esta eskuna protefna que presenta dos formas una membranal
CD14m .y una soluble CD14s (Fig 9), se simeuza a parllr dela via"lnosntol

presentan la protef i
la célula, el peso molecular d CD14mV_ 's de 55kDa, es‘una: proteina de tipo
glucosnI-fosfaudlllnosutol que carece de domxnlo catoplésmlco ransmembranal

por lo cual es necesaria la parﬂcipaclén de otra pro(efna‘a Ia cual se asocia para
7, 8 32 sz.ae 37.39 43, ;

desencadenar sefiales de transduccion.
Sin embargo otros autores argumentan que Ia forma de CD14 que expresan los
fibroblastos gingivales humanos es CD14s




LPS:LBP .~#—— (LPS), + LBP -~ Bacteria Gram"

&
[t 14 % — activacion
@ & e
o /”oo i
%
‘e
-
S Monocito
124
+sCD14 b
©

= activacion

Cd
Célula endotsliat

Fig 9. Esquema de la interaccién de CD14m y CD14s con el complejo LBP:LPS

RECEPTORES TLR

innata- por la acuvacién de factores de transc pcién como:Rel le y Relish los

tu ral y funcional de
los receptores encontrados en las células de Ios mam feros con Ios receptores Toll
de la mosca se les llamo receptores paremdos a Toll

En mamlferos como el
roedor la respuesta inmune innata puede |nduc1rse por la asociacién del LPS a
uno de estos: receptores TLR y desencadenar a expresnén de genes y la
produccién de citocinas. :
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Fig 10. Esquema de la estructura de los receptores TLA, que presentan un dominio exiracelular

rico en leucina (LRR) y un dominio intracelular lamado Toll.
A. Guha Mausumee, Mackman Nigel. LPS induction of gene expresidn in human’ monocyres
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Actualmente se han identificado 10 receptores TLR (Tabla 2) cada es un receptor
especifico para diversos estimulos externos que lleguen a las celulas ,EI papel de
TLR1,2,4 y 6 ya se conoce, TLR2 fue el primer receptor TLR ldentlflcado en
humanos y posteriormente se identificd TLR4. En estudlos reall‘zadosi on LPS
purificado de bacterias gram negativas se observé que éste actuaba sobre TLF12 y

TLR4, sin embargo actualmente se sabe que TLR2 he

y que esto pudo ocurrir por la presencla de |lp0
concluyendo que TLR2 reconoce las Ilpopotefnas d
y TLR4 el lipopolisacarido de las bacterias’ Grarri ‘ e
TLR3 est4 implicado en la respuesta a R_N‘ viral, TLR
de bacterias. B

Gra pQéfti‘v_és

flagelina; TLRS a DNA

Otros estudxos han aportado que la formac:én de complejo o] solo presenta
CD14 y TLR sino también una proteina accesona conocnda como MD2 -esta es
‘7 la respuesta de TLR4

una proteina transmembranal soluble que. hace m
al LPS. Para que se lleve a cabo el proceso de senahzacién a través de TLR4
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también es necesaria Ia pamclpacnén de Ia molécula tapo Toll MyDBB yel receptor
quinasa asoclado a Ia mterleucma 1 (IRAK) De‘hecho Ia senallzacién de! LPS

lntegrlnas CD1 1b/CD1 8 n
partncnpacton en el complejo de umén_ :
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Tabla Il. Miembros de Ia familia TLR conocidos.®

TLRs e . Ligando principal.. . Patoégenos

TLR1 N [ Cofactor de TLR2 Gram®, Gram’, mycobacterias,
» i : espiroquetas, micoplasma

TLR2 st !ipopro(efnas.glucopéptldos, Gram®, Gram’, mycobacteria,

A : ; ' péptldoglucanot: espiroquetas

TLR3. 7L Hebra doble de RNA Virus

TLR4: i TSRS Gram-

TLRS e i Flagelinas ' Flagelos de Gram® y Gram’

TLRE R © - Cofactor da TLR2 Gram’,Gram’, mycobacterias,

St = esplroquetas, mycoplasma
TLR7 T ""Imbldazoqulnollne Componentes antivirales
S : sintéticos
TLR8 7 desconocido -

TLHéV L DNA modlﬂcado CrG todas las bacterias
TLR1O i

T H es qu‘ comparte domlmos con los

Otras caractens lcas de'
onoci »os como receptores toll-mterleucnna 1 que

receptores de’ Ia famllla de IL-
han sido mvolucrados en la respuesta al ’ rglca

Hasta este momento el comple)o de’ senahzacuén de LBP LPS mcluye la
participacién de CD14 TLFM MDZ la porcién Toll ‘de’ TLR4 MyD88 o sus
homdlogos como MAL/TIRAP y. el receptor quinasa asoczado a'lL-1;conocido
como IRAK. A’ pamr de este complejo se activa hasta la ulhma regulac:on de
transcripcion de .genes. pro mflamatonas, asl como NF-=B, la fosforilacion de
quinasas como las MAPK JNK y. p38, aunque alin no se comprenden en su
totalidad muchas vras en cuamo a su participacion en la sintesis de mediadores de
procesos lnllamatonos o su participacién en eventos como la muerte celular

programada (Flg 11) 9.17,18,24,25,33.
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Adapmdores
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Expresion de N GTRAFS- ('“""

-
Genes I
SAPUNK

Fig 11. Esquema de la sefalizacién del complejo L.BP:LPS con su receptor TLR, la protelna MD2,
el dominio Toll MyD88 e IRAK para la expresién de genes via MAP quinasas JNK 4 SAP y el factor
NF-xB.

Didider Heumann, Roger Thierry. Inicial responses to endotoxins and Gram-negarlve bacrena

T1LR2Z
TLRy T

SEﬂALES CELULARES Y VIAS DE TRANSDUCCION.

La membrana plasmétlca separa a la célula del med|o que la rodea Sélo es

material - hidrofilico depende de la interaccién sobre
célula con.un componente protelnico de la: membrana plasmauca. La molécula
extracelular. .es llamada generalmente el llgando y la proterna de la membrana
plasmétuca que la une se le llama receptor, 111112 1314 20.

Asi podemos’ definir un receptor como una estructura quimica capaz de recibir al
mensajero: y de transmltlr eI mensaje para que se produzca la respuesta de la

célula. EI receptor es una proteina grande de peso molecular elevado, y sus

funciones pnncnpales" on reconocer al mensajero y activar la secuencia de
eventos que conducen a la respuesta celular La informacién para su sintesis esta
almacenada en el matenal genéhco de cada célula, su supemcne presenta un sitio
de reconoclmlento al que se une ‘el mensajero Las superficies del mensajero y del

receptor se unen con un alto grado de selectnvudad entre sf, asf como de afinidad.
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La afinidad puede definirse como una medida de la facilidéd de interaccién entre
dos substancias. - Por. su Iocahzacnén los receptores se pueden dividir -en dos
grandes  familias; - Ios que se Iocallzan en: .- membrana plasmatlca y- los
intracelulares, 1214 T o s

La transmisién de una sedal |mpllca la interaccuén de un; Ilgando extracelular con
una protefna transmembranal que tiene dommlo a‘ mbos lados de Ia membrana.
La unidén de! ligando convierte al receptor de su forma mactlva a la activa. El
principio basico de esta interaccidén es que la unién del ligando en la cara
extracelular influye en la actividad del dominio del receptor que se‘e‘ncuentra enla
cara citoplasmica. Este proceso recibe el nombre de transduccidn de la sefal, '

La transduccion de la sefial proporciona un medio de amplificacién de la sefal
original. El principio de la transduccién de sefiales es que la forma activa de un
receptor dispara una actividad catalitica en el citoplasma. La arr‘\plituyd de la senal
citosdlica es mucho mayor que la sefal extracelular origl’nyayl Una molécula
producida en respuesta a la transduccion de una senal extracelular se denomina
segundo mensajero. e

VIAS DE TRANSDUCCION.

Una vez que se produce |a asociacion entre el ligando con su receptor membranal

este estlmula"a la; enzima blanco ‘que se encuentra en:e! espacio. intracelular.
Estas enz&mas intraceldlares sirven como sefiales que propagan y amplifican la
sednal inicial y la unen asu hgando. Asl las vias de transduccién conectan la
superficie celula; al nicleo provocando cambios en la expresién genética en

respuesta al estimulo (Fig 12).

Se conocen diferemes vias. de iranédhccién en- donde intervienen distintos
segundos mensajeros como pueden ser la fosfonlacnon de proteinas a través de
AMPc o GMP, o lade fosfolfpldos y calclo. en este caso nos interesara conocer la
via de las MAP qumasas de donde se desprende p38 10.11,12.20.




Stevoid Bonmowe

Vlasina membrane yi

Fig 12. Efemplificacién de las sefiales de transduccion. La hormona esteroidea se difunde a través
de la membrana plasmadtica y se une a un receptor nuclear, el cual estimula directamente la
transcripsion de sus genes blanco.

The cell a molecular approach. Geoffrey M. Cooper

4.5 VIA MAP QUINASA.

La via de fas MAP quinasas refiere una cascada de proteinas que se han
conservado a lo largo de la cadena evolutiva y juegan un papel centfal en-la
transduccién de sefiales en todas las células eucaridticas. El elemento central de
la ruta es una familia de proteinas quinasas treonina-serina llamada MAP quinasa
(mitogen-activated protein kmases) que son actlvadas en respuesta a varios
factores de crecimiento y otras senales moleculares En levaduras, esta via
controla una gran variedad de factores de crecimiento y ofras respuestas
celulares, como su reproduccién, forma y esporulacién. En los mamiferos regula el
crecimiento celular y la diferenciacién;: ‘rjhotivo' por el cual se les denomind
protelnas quinasas activadas mitogenamente.5”

Existen en las células eucariontas de:los mamiferos varias rutas de las MAP
quinasas, cada cascada consiste de tres proteinas quinasas: una quinasa terminal
y dos quinasas intermedias que regulan distintas respuestas celulares. Entre las
familias de proteinas de las cudles se desprenden estas cascada se encuentran
ERK, JNk y p38, que son las que se han estudiado mas ampliamente en

mamfferos, 5758,59.60
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Tabla Ill. Familia MAP quinasa.'®

Estimulo Factores de crecimiento Citocinas/ Stress celular
Quinasa antecesoras RAF MEKKs
MEK MKKs
MAP quinasa ERK JNK/p38
Respuesta celular Proliteracién, diferenciacién y Muerte celular e inflamacion

supervivencia celular

ERK (Extracellular signal- regulated kmase) '(qumasa‘ régulada por' seiial
extracelular) es activada en respuesta a,vano' ‘factores \de crecimlento y otras
sefiales moleculares. En las levaduras ERK i eva, la; reproduccubn, forma celular y
esporulacién. JNK y p38, a dlferencla de ERK;: on, actlvadas en respuesta a

citocinas inflamatorias y estfmulos celulares como la radlacuﬁn ultravnoleta.
10,11,12,20,48 .

Mientras que las sefales de ERK conllevan pnnmpalmente a Ia prohferamén,
supervivencia y diferenciacion : celular; las “sefales de JNK:-y -p38.- provocan
inflamacion y muerte celular. Esto lo hacen mednante su. translocacnon al nucleo Y
la fosforilacion de factores de transcripcion que regulan la expresién genéil a. 175 .
ERK es una de las MAP quinasa mejor caracterlzada ‘an, Iasr elulas .delos

mamiferos, su activacion de ERK se Ileva a cabo medlante | un‘én del Iugando a. .

receptores acoplados a proteinas hrosma qumasa o a ,receptore

proteinas G. g
La activacion de ERK es mediada por. dos i
cuales se acoplan con factores de crecumlento por un Iado y por otro con un GTP
estas proteinas son RAS y RAF las’ cuales fosfonlan 4‘act1van una segunda"
proteina quinasa llamada MEK, MEK es uha proterna cbn especmcndad duaI esto'
es activa miembros de la famma ERK por fosfonlacnén de ' dos resnduos de. '
treonina y tirosina. Una vez actwada ERK fosforila una variedad de blancos como

rotefnas quln as nterm dnas. Ias

pueden ser otras proteinas quinasa y factores de transcripcion.
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Las tres MAPK son activadas por- una quinasa intermedia MAPKK, que tiene
especmcndad dual fosfortla reslduos .treonina y tirosina en un sitio - tirosina-X-

treonina especmco para cada MAPK (Flg 13),55:56.67.58, 83

Tirosin-quinasa

D
H ¥ - \\ / n i
NGO S e
IR /_\ TR
/,\) Q. G ,/’l\
|‘ Tirosin-fosfatasa L |
S e

Tirosina o o

Fig 13.Fosforilacién de residuos de Tirosina porla protelna tirosina-quinasa y desfosforilacién det
residuo por Ia proteina tirosina fosfatasa. :
The cell a molecular approach. Geoffray M. Cooper, . .

Los tripéptidos de las MAP qulnasas son de. ERK Thr-GIu-Tyr, de p38 Thr-Gly-
Tyr, y de JNK Thr-Pro-Tyr. La fosfonlac:én de estos’ reslduos tlrosma treonina es
llevada a cabo por las protefnas qumasas actlvadoras de MAPKK (MAPKKKS)
como son Rafs, MEKK1, quinasa reguladora de 1a sefal de apoptosns (ASK1).
MLKS TAK etc. 15-18,24,25,28,48,56,

p38

p38 es el tercer miembro de la familia MAPK, también'se le 'corio'ce‘como
SAPK2/RK o quinasa reactnva o quinasa activada por estrés Fue orlgmalmente
identificada por la estumulacnén de macréfagos de ratén con LPS» Es una proteina

sistema nerwoso como astrocitos y mlcroglia. en células epltellales en plaquetas

y en células del musculo vascular. 19:1827.28, 33.35.38, 137,48,58,63,64,65.
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Se han deScrito cuatro isoformas de p38 :qa,B,vy,5, sin embargo Ia'forma a és la qué
mas se ha estudiado en diversas lineas celulares y la mas caractenzada ; Algunos
autores mencionan que las cuatro isoformas son Idéntlcas en un 57-73"/' de sus '
,y,en su

secuencias de aminodcidos pero difieren en sus factores de’ expresnén.
senseibilidad a inhibidores - conocidos contra estas enznmas as: 88203580 y
SB202190 son especificos para p38a y p383.57°8.60 S o S
Como se comentd antenormente los estudios realizados sobre' b

15, 15 1925. 3348575859

UVvy agentes qu[mlcos

que tiene unpa alta afmldad

serina/treonina.

activadora de la seiial de apoptosis ~1) 7 y‘TAK1 estas MAPKKK acuva la
MAPKK de p38 que involucra dos quinasa especificas MKK3 Yy MKKG 17,56, ‘Un
knock out del gen de MKK3 causa un defecto en la activacion de p38 y enla
activacién def gen para TNFa. También existen algunas evidencias de que 'MKK4
puede fosforilar a p38 (Fig 14)56.57.60.62.63 ‘




Membrana celular

’,r‘ E' omplejo de seﬁallzacl;n-”
e
e i R ey
\ 2 -~ :

MAPKKKs

MAPK

Fig 14. Esquema de la via de senalizacion de p38 por el LPS y el receptor TLR4

La importancia de p38 radica en su capacidad para la expresion de genes de
muchas citocinas y su rol en la respuesta inmune (Fig 15).52.59.61,62.63

B -
A ‘Zn
n
K4
#N

Fig 15. Sitio de fosforilacion de p38. Observamos la fosforilacidn de un sustrato por
p 38 en presencia de Zn.
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p38 fosforilada actlva varios factores de transcripcién que incluyen ATF-2 ELK1

. CHOP, MEF20 AP, IF4E (Factor de iniciacién eucanét:ca) 2 Sap1a. estos
factores estan involucrados en numerosas funciones celulares como Ia actlvamén,
prolnferacnén y transformacnén celular; asi como en’ Ta transcnpcnén y translacnon'
de med:adore 'proinflamatorlos También se ha- lnvolucrado la. partlclpacnén de
p38 en la |nduccnén del factor de transcripcion NFKB se cree que p38 o actua
dnrectamente sobre el.factor de transcripcion.o sobre Ias protefnas qumasas IKB,,
sino'que actia en un segundo nivel de activacién que lnvolucra un complejo basal
en el cual partlcnpan p65/p50 que Interactua con el coactlvador CBP. que ‘se
encuentra en el complejo basal. La inhibicién de p38 ha demostrado que reduce la
unién de la proteina TBP que une la porcién’ ‘de p65/p50 al complejo basal. Aun
no se comprenden bien los mecanismos poplqs pqayl‘es‘esta quinasa activa estos
factores de transcripcion, se sabe que tiéhé "'un“b'apel impohante porque al ser
inhibida puede disminuir la induccién de. estos genes algunos estudios refieren
que p38 actla en la fosforilacion de otras qumasas que se encuentran debajo de
ella y que a su vez activan estos factores de transcripcién, por otro lado también
se ha referido que las MAPK son capaces de translocarse al nicleo,3*98.55.60.61
Entre las quinasas que se han caracterizado y que son inducidas por p38 por estar
debajo de esta via se mencionan MNK1/2, MAPKAPK2 (MK2), MSK1 y PRAK las
cuales regulan la expresién de genes por la fosforilacion de otros factores de
transcripcion como CREB y ATF-1 (Fig 16).
Otros estudios realizados con anterioridad involucran la presencia de la proteina
p38 en diversos eventos fisiolégicos como la produccion de la enzima NOS2 de
oxido nitrico, aumento de la produccién de acido araquldénlco por la enzima
fosfolipasa C (cPLA2), y apoptosis. - 16.16.17.18.24,25.28 .
p38 regula la expresion del factor de transcnpc:én de IL-1B (C/EBPB y C/EBPB) y
TNFa en monocitos y macréfagos, estos resultados se obtuvieron en diversos
estudios, en algnos de ellos se utilizé uno de Ios inhibidores especificos de p38,
SB203580, que pertenece a un grupo del compuesto pilivinil imidazol. El efecto
de este.inhibidor es atribuido a la unién en el dominio quinasa para ATP. La
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conclusion de la participacién de p38 se obtuvo ya que al preincubar este inhibidor
previamente al tratamiento con LPS se inhibia Ia activacion de p38 y se redujo la
induccién de IL-1 y TNFa. 5455

Cm.xsue

MAPKAPK2 -

(MK2)

Fig 16. Quinasas activadas por p38 y los factores de transcripcion que se desprenden de ellas.

Particlpaclén de p38 en la respuesta inmune innata.

La respuesta |nmune esté envuelta en un gran nimero de tipo celulares que
funcionan como mncuadores. reguladores y efectores de medios de defensa del
huésped contra patégenos invasores. Estas células interactian entre si y tienen
una regulacion cruzada, las células blanco responden usando vias de sefales de
transduccidn que regulan la expresién de genes y funciones inmunes.

Los mayores conocimientos que se tienen sobre la respuesta inmune innata en
mamiferos ha sido gracias a los avances realizados en estudios hechos sobre la
mosca de la fruta Drosophlla, en la cual se identificé un grupo de 8 proteinas de la
familia - Toll, ‘la. cual - es: el centro de la defensa innata, que envuelve el
reconommiemo de bactenas y hongos, y la induccién de péptidos antimicrobianos.
Esta bien establecldo que Ia via NF-kB es un importante blanco de los receptores
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Toll en la respuesta inmune innata de Drosophila Las ‘MATP quinasa como JNK y
p38 son activadas por patégenos: en las células del msecto - p38 en Ia mosca

produccién de IL-1,
inmune innata.

través de elementos ricos en AU (ARE) en "la
supresion en el genoma de esta regién en raton s
conlleva la expresion de genes y desarrollo de dos
y enfermedad inflamatoria del intestino.

Para examinar el rol funcional de p38 el
analizaron la deficiencia de la quinasa de p38 KK3 en ratones La disrupcion de
MKK3 caus6 en aproximadamente un 40 a 70% la reduccién total de la actnv:dad
de p38 en macréfagos tratados con LPS: La actnvndad residual pudo ser atnbunda
por MKK6 o probablemente por MKK4 El mismo resultado se observé por el uso
de inhibidores especificos de p38 como 38203580 SB202190 y SB202474.

respuesta mmune, Luc. y.col
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Fig 17. Participacion de p38 en en el proceso inflamatorio en mamiferos.

Por otro lado p38 también se ha visto involucrada en la activacion y diferenciacion
de células T (Fig 18). Las células CD4 cooperadoras juegan un papel central en la
respuesta del sistema inmune, como las células CD8 citotéxicas, las células CD4
se desarrollan en el timo, y tienen especificidad para reconocer complejos
péptidos MHC presentes sobre células que presentan el antigeno llamadas (APC).
Una vez reconocido este antigeno se desencadena una sefial en el receptor de las
células T, en donde también interviene un coestimulador llamado CD28, esto ileva
a la produccion de interleucina 2 por parte de la céluia T y al mismo tiempo a que
la célula entre en el ciclo celular, es decir la célula se divide rapidamente durante
varios dias y‘lyars” células T se diferencien en células efectoras.

Durante este ﬁrdéeso de diferenciacion, se expresa un nuevo patron de expresion
de citocinas qUe conlleva la produccién de genes responsables de las funciones
efectoras especificas de estas células, y también a su papel en la proteccion del
huésped de una gran variedad de patégenos.

Se han identificado dos clases de células T efectoras CD4 en base a las citocinas
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que secretan y.sus efectos |nmunomed|adores conferldos por estas cnocmas Las
células efectoras Th 1 produen cntocmas promﬂamatonas como mterferon- Y (IFN-
Y) y Imfotoxin a (Lt- ) las cuales organizan ~cen os Inflamatorlos y
' : respuesta celular lnmune vcontra ci rtos patogenos como
Vés de Ia actnvacnon de defensas

Mycobacte as, Salmonella y.ofros agentes ‘, .
anumlcroblanas Las células efectoras Th2 producen
5, IL-9 IL-10 IL-13 y otras) que estlmulan élula "B para dlferenclarse y
secrelar antlcuerpos -También lnteractuan o]

tferemes cntocmas (IL-4,IL-

erentes tlpos celulares para la
respuesta antiparasitaria. Por. lo’ que Th2 F‘", papel importante en la
proteccnén contra ciertos patégenos bacten no bara;svit‘os

Ricon y col. por primera vez descnben la ruta"de p38 como activadores de células
en el ‘rol de p38 en la produccion

‘para la activacién de células T.

Th1 en ratones. Estudios recnentes también Sugi
de cntocmas pro-| |nflamatonas como IL-2“'
Estos . resultados se han obtenido u ando .inh b'xdores del grupo imidazol que
bloquean p38, lo cual a su vez bloquea ta producclén de ' IFN- y por las células
Thi. S S RIR .
P38 y. JNK estan frecuentemente oordlnadas en Ia regulacnén de ‘muchos

pSB»covmo JNK estan Vacrtlvarc'{as de

procesos flsioléglcos En Ias aél

forma selecuva, aun no .se.ct
embargo se ha encontrado U :
para la actIvacién de es 2
importante papel en la seleccién para p38.y JNK,: mlentras,que para activar JNK
4 que activa’ ediante la actlvaclén de
MKK4 ‘es:una de Ias rutas que activa p38

es necesaria la expresién de. GA
MEKK4 por lo cual se consldera que
puede ser también actlvada por esta p otefna GA0045

48



Fig 18. Participacién de p38 en la diferenciacién de células T.

Se piensa que p38 esta involucrada en el mismo mecanismo de produccion de
{FN- y en é&ulas citotoxicas CD8, sin embargo faltan mas estudios para
corroborar esta hipdtesis. También se ha involucrado la participacion p38 como
reguladora de la activacién de la muerte celular programada en células CD8. 3

Participacién de p38 en la produccion de Oxido nitrico a través de NOS2.

El é6xido nitrico es un gas reactivo con radicales libres, es una de las mayores
moléculas de sefiales pardcrinas en el sistema nervioso, inmune y en el sistema
circulatorio. El 6xido nitrico es capaz de difundirse directamente a través de la
membrana plasmatica a su blanco en las células, es sintetizado a partir del
aminoacido arginina y oxigeno molecular por la enzima 6xido nitrico sintetasa ya
sea inducida o constitutiva. En los macréfagos la enzima NOS es expresada solo
por induccién transcripcional, entre los factores que producen grandes cantidades
de oxido nitrico se tienen algunas citocinas y el LPS que generan la forma
inducida de la enzima conocida como INOS o enzima 6xido nitrico sintetasa-2
(NOSZ) _9.24.65.57

Una vez sintetizado el 6xido nitrico difunde fuera de la célula y puede actuar
localmente afectando células cercanas. Su accién es local debido a su
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inestabilidad con una vida media de pocos segundos. Una de sus acciones bien
caracterizadas es su accién como sefalizador de la vasodilatacion.

También se cree que el éxido nitrico tiene funciones bactericidas, tumoricidas 'y
probablemente sea un regulador de la respuesta inmune. Una vez inducida la
enzima iNOS sintetiza altos niveles de 6xido nitrico a tiempos prolohgados y se
incrementa la concentracién de este metabolito, el cual se piensa que cohtribuye
con el desarrollo de arteroesclerosis, dafio del DNA e hipotensién asociado con el
shock séptico. Por esto es de suma importancia la regulacién de‘la'produccién de
la enzima iNOS.

Estudios realizados con anterioridad muestran que p38 juega un papel importante
en la induccién de iINOS. E! LPS activa p38 y una veizf‘vadiV‘adab‘f es capaz de
modular la respuesta funcional a través de la fosforilacion de factores de
transcripcién y la activacion de otras quinasas. Uno de los factores de
transcripcién mas estudiados que juega un rol 'prim’avrib’zéyh la regulacién de iINOS

es el factor de transcripcién nuclear NF-xB. %24



Participacién de p38 en la induccion de la enzima Ciclooxigenasa-2.

Las prostaglandinaé soh réguiadéres criticos de la respuesta inmune, la fiebre y el

dolor, tamb:én actuan como moduladores autdcrinos y parécrinos de la respuesta
celular que juega un papel |mponante en la mitogénesis y apoptosis. ‘
Las prostaglandmas se forman a pamr del metabolismo del acido araqmdémco,

por medio de dos en Imas Ia cIcIooxugenasa -1yla clooxxgenasa-z e

E! acido araquldonico es'un ‘4cido graso poliinsaturado de 20 étomos de carbono
que procede de la dieta o de la conversién del 4cido |InOlélCO Se encuentra
estenﬁcado en los fosfolipidos de la membrana celular y su IlberaCIén se Ileva a
cabo por la activacién de las fosfolipasas celulares por estimulos mecénlcos.
quimicos y fisicos o por otros mediadores, como por ejemplo C5a. ’

Como se menciona anteriormente las ciclooxigenasas catalizan la conversnén de
acido araquiddnico y O, a prostagtandinas, especialmente PGH2 k '
La ciclooxigenasa-1 {(COX-1) es una enzima constitutiva cuya . expresxén es
regulada. COX-1 cataliza la sintesis de prostaglandﬂl‘
endoplasmico, es la tnica ciclooxigenasa presente en la
ha asociado con la producmén de tromoboxano A2. En c

estan PGE2y las prostamclmas .
En estudios anteriores hechos en macréfagos ] )
de la enzima COX-2 por LPS, en este proce‘ la' MAP
quinasa p38. 7' ; : S
La activacién de p38 ha sido relactonada con Ia expresuén de dlversos genes que

codifican para citocinas lnflamatonas y de |gual forma a sido relacionada  con la
estabilidad: de. mRNA de COX-2.;porfotro,lado, también se menciona que p38
induce directaménte la expres‘ilé':r'\"d’e ‘MRNA de COX2 a través de MAPKAP2, sin
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embargo tamblén se menclona que Ia pamcupaclén de p38 solo no es sufclente
para lnducw el gen'de COX-Z es necesana la partICIpamén negatlva de la'enzima
P13K que se encuentra enla membrana celular una vez qnhlblda esta enzuma se
produce un aumento en la induccion de p38 (Fig 19). 7" 72

< [ Transeripeion def g Cox2 Rl

Fig 18. Regulacién de la expresién de COX-2 por p38
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad periodontal es una de las principales patologias que aquejan a la
poblacion en Meéxico, y su’ etiologia ha sido ampliamente relacionada con la
presencia de distintas  bacterias, “especialmente de tipo Gram-negativas que
poseen en su pared celular la molécula llamada LPS *'?, los estudios realizados
con anterioridad muestran que esta éndotdxina estimula los mecanismos de
defensa del huésped, especificamente en: lo 'que concierne a la respuesta
inflamatoria del huésped, 15 S

En el presente trabajo se observé que estos estimulos inducen la fosforilacion de
la MAP-quinasa p-38, una importante via de transduccion presente en diversas
lineas celulares encargada de la fosforilacién de algunds factores de transéripcién
que inducen la expresién de la enzima NOS-2 elevando [a produécién de dxido
nitrico; por otro lado p38 se ha relacionado con Ia,indruécyiéh‘, de.la enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2), de igual modo p38° témbiéri se relaciona -con la
liberacién de citocinas, y asi mismo ha sido involﬁcfada "co'ﬁ la ap'bptosi_s. :

Al caracterizar la fosforilacion de p38 pbr LPS," hérhos identificado una de las vias
en que llega la inforrhééidn ala délula péra'la‘ formacion de citocinas, produccion
de prostaglandinas, elevacién en la broduccién de éxido nitrico y la muerte celular
programada, lo cual puede contribuir a la observacién de los signos clinicos de las
enfermedades periodontales, gingivitis y periodontitis atribuidas a bacterias Grém
negativas. Este estudio nos permitird en un futuro lograr el establecimiento de un
marcador temprano de la enfermedad periodontal y de nuevos farmacos que
logren inhibir la accién de estos estimulos mediante el bloqueo de la via de esta
MAP-quinasa p-38.
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7. HIPOTESIS

7.1 Hipétesis Verdadera: ]
Si el lipopolisacarido al asociarse a su rece'ptor‘ activa la protefna p38, . entonces
provocara en esta la fosforilacién y las consecuencias fisiolégicas que conlleva.

7.2 Hipotesis Falsa: ; ; :

Si el lipopolisacérido al asociarse a su receptor no- actlva la protefna P38,
entonces no provocara en esta la fosforllamén ni las consecuencuas flSloIéglcas
que conlleva. ‘

7.3 Hipotesis Verdadera: :

Si p38 esta involucrado en la inducclén de la enzima NOS2 al ser fosforilado por el
LPS, entonces su inhibidor especmco 88203580 bloquearé la induccién de NOSZ
en fibroblastos gingivales humanos.

7.4 Hipétesis falsa:

Si p38 no esta involucrado en la induccién de la enzima NOS2 al ser fosfonlado
por el LPS, entonces su inhibidor especifico SB203580 no bloquearé la induccnén
de NOS2 en Fibroblastos gingivales humanos.

7.5 Hipotesis Verdadera: :

Si p38 esta involucrado en la induccién de la erizima cox-2 él ser fosforilado por
el LPS, entonces su inhibidor especifico SB203580 bloqueara Ia |nducm6n de
COX-2 en fibroblastos gingivales humanos. c :

7.6 Hipdtesis falsa:

Si p38 no esta involucrado en la induccién de la enzima COX-2 al ser fosforilado
por el LPS, entonces su inhibidor especifico SB203580 no bloqueara la induccion .
de COX-2 en Fibroblastos gingivales humanos. k
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8. OBJETIVOS

Objetlvo General B
El- propéslto de “este trabajo es" observar la- fosforilacién de p-38 por LPS en

f:broblastos glngnvales humanos, en dlstlntas dos:s ya dlferentes tiempos.

Objetlvo Especiﬂco
Caracterizar la partnc:pacién de la protefna p-38 en la regulacién de eventos

flSIO|églCOS

9. TIPO DE ESTUDIO.

Experimental, cbm’parafivo y prospectivo.

10. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
10.1 Equipo (Marca)

Agitador magnético. (Nuova)

Balanza GA200. (Ohaus)

Barfio de agitacion. ( Precision Scientific)
Bafio de temperatura controlada (Fisher)
Cajas de cultivo celular de 6 pozos. (Costar)
Camara de electroforesis horizontal (GIBCO -Life Technologies)
Céamara de electroforesis vertical. (Hoeffer)
Camara de transferencia. (Hoeffer)
Campana de flujo laminar (Nuaire)

Celdas de cuarzo

Centrifuga (Sorvall)

Digi-Doc

Espectrofotometro (Perkin Elmer)
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Gendarme (Costar)
Gradillas (Nalgene)
Incubadora (Nuaire)
Megatoscopio
Microcentrifuga (Sorvall)
Microscopio de objetivos invertidos C22 (Olympus)
Orbit Shaker (Labline) '
Pipetas de 10ml y 5 ml (Finnipipette)
Potenciémetro (Equipar)
Portaobjetos

Probetas graduadas

Propipeta (Pepet-aid)

Sonicador (Lab-Line instruments)
Termociclador ( Perkin-Elmer)
Timer

Tubos clinicos

Tubos de ensayo .

Tubos Epp'end‘brf

Vasos de precupltado .

Vortex (Scnentmc industn;as) N TESIS CON
Rk R FALLA DE ORIGEN

Acnlamlda (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)
Agarosa (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi,USA)
Antlbléhco-Antlmtcétlco 1% pemcnlma G sédlca, estreptomlcina, anfoterlcnna B

(INVITROGEN Life Technologles Ca. USA. )
Antlcuerpos mouse monoclonal pp-38(sc-7973), rabblt polyclonal p38 (sc-7149)

(Santa Cruz Biotechnology. Ca. USA)
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Anticuerpo rabbit polyclonal NOSz (Santa Cruz Bnotechnology. Santa Cruz Ca.

USA) :
Anticuerpo gota polyclonal COX-2, (Santa Cruz BIotechnoIogy. Santa Cruz, Ca.

USA)
Azul de bromofenol (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO, Ml USA)
Bromuro de etidio (INVITROGEN L:fe Technologle's”C'a.
Cloruro de sodio (DIFCO) : ;
Desoxicolato de sodio (SIGMA-ALDHICH CHEMICAL CO M| USA)

Duodecil sulfato de sodio (J.T. BAKER. NJ USA)

Etanol 75% (J.T. BAKER.NJ. USA) .

EDTA (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fenol saturado (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fosfato de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA)

Fluoruro de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA) , :
Fluoroforo  anti-rabbit (fluoresceina), - anti-mouse - (rodamina) -(Santa - cruz
Biotechnology.Ca.USA) . L

Glicina (J.T. BAKER.NJ. USA)

Glicero! (J.T. BAKER.NJ. USA)

Kit de quimioluminicencia (Santa cruz BiotechnologyCa USA)

Lipopolisacarido de Salmonella entermd/s (SIGMA-ALDFIICH v CHEMICAL CO
Mi.USA)) ; ;
Luteolina (SIGMA-ALDHICH CHEMICAL CO MI USA)

Nonident P-40 (SIGMA-ALDFIICH CHEMICAL co Mi.USA
Oligos de cox-2 sense, anti-sense (INVITFIOGEN Life’ Technologle ,_Ca USA )
Ontovanadato de sodio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO MI USA)
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Paraformaldheido (DIFCO Laboratories. Mi. USA)
Persulfato de amonio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)
Reactivos para RT-PCR (INVITROGEN Life Technologies Ca. USA )
Resina snntetica (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO "MI'USA)

Pi 3% (Amersham pharmacia biotech. ‘Ca. USA) c
Protefna A sepharosa (SIGMA-ALDRICH CHEMI ;

".CO‘,MI.USA)

Tripsina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL cd Mi. USA)
Triton 100X (JT BAKER.NJ. USA) R
Tween (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL co Mi. USA)

58



10.3 Métodos.

10.3.1 Cultivo de fibroblastos gingivales humanos (FGH):

Los FGH se obtienen a partir de muestras de tejido de encia de pacientes
clinicamente sanos, que acudieron a las clinicas de la Facultad de Odontologia. El
tejido de colocé en medio de Hanks (INVITROGEN Life Technologies. Ca U_SA.), :
posteriormente se obtienen las células y se colocan en medio de Eagle modlﬁcado :
por Dulbecco (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.) adicionado con 10% de
Suero Bovino Fetal (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA) y 1% de
antibidtico antimicético (INVITROGEN Life Technologies.LA. USA.) y se colocan
en la incubadora a una atmésfera de 5% de CO2 y una temperatura de 37°C

10.3.2 Deteccion de la fosforilacion de la fosfoproteina p38 por medio de
ensayos de Western Blot.

Para caracterizar la fosforilacion de p38 por el LPS en FGH se realizaron
experimentos tipo dosis respuesta y curso temporal. Se sembraron los fibroblastos
gingivales humanos en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia.

Se dejaron 24 horas en DMEM libre de suero bovino fetal con 1% de antibidtico-
antimicético (INVITROGEN Life Technologies.LA. USA.). Posteriormente se
trataron con LPS (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) en DMEM
adicionado con 2% de SBF a tiempos desde 5 minutos hasta 60 minutos; y dosis
desde 0.1ug/ml hasta 50ug/ml, segun se indica en cada pie de figura de los
resultados. o

Al término de la incubacidn, se obtuvieron las células mediante una raspado con
gendarme y se colocaron en buffer de fosfatos salino (NaCl; KCI; Na:HPO4 7H20;
KH2POy,,) adi‘cionado con 1mM de ortovanadato de sodio (SIGMA-ALDRICH
CHEMICAL CO. Mi.USA), las células se centrifugaron durante 5 minutos a 3500
rpm a 4°C y se resuspendieron en buffer de lisis (Tris-HCI 20mM, Triton 1%, NaCl
137mM, EDTA 2mM, Vanadato de sodio 1mM, Glicina 10% ). Posteriormente se

sonicaron 30w por 30 segundos.
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Se realizé la cuantificacién de proteinas por:el método de Lowry 30, Se tomaron
25ug/mi de la muestra para su hldféhSls por medxo de jugo azul desnaturahzante
para fosfoproteinas y su tratamiento termlco Se reallzé Ia e|ectroforesns en gel de
archilamida (SIGMA-ALDRICH . CHEMICAL 'CO. M. LUSA) " al’10% a 100V. La
proteina se transfirié a una membrana de mtrocelulosa (Blo-rad Laboratorios, Inc.
Ca. USA.) para la incubacion del anticuerpo especifico de la fosfoproteina p38
(Santa Cruz Biotechnology, : Ca. USA). Se. reveld mediante el  Kit de
quimioluminicencia (Santa ‘cruz Biotechnology.Ca.USA).

Los experimentds se realizaron en cinco ocasiones por separado y se analizaron
con el software LabWofks Los resultados se representaron como la media =+ Error
Standard y se- |nterpretaron los resultados mediante la obtencién de la’ T de
Student. Se presema un experimento representativo de cada caso y su
mterpretacnén gréflca en base a la densidad dptica del por ciento del basal de la
fosfonlacnén de la fosfoproteina p38, también presentamos el control de cada
expenmemo con la protefna p38 en las mismas condiciones. e

10.3.3 Inhlblcidn de La Enzima NOS2 Via p-38 por la_accion. del Inhibidor
58203580 En Flbroblastos Gingivales Humanos tratados %] LPS mediante

ensayo de Western Blot.

Para mostrar la partucnpactén de p38 como una de Ias vfas capaces de inducir la
expresion de NOS2 en FGH por accnén del LPS, y mostrar el efecto del inhibidor
SB203580 especmco para’ p38, se realizaron experimentos tipo dosis-
respuesta del inhibidor SB203580 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA).

Se cultivaron las células 'en éajas de 6 -pozos hasta la semiconfluencia, se
ayunaron durante 24 horas con DMEM sin SBF adicionado con 1% de antibistico
antimicético. Se’ prelncubaron las células con el inhibidor SB203580 por 2 horas, a
dosis desde .0. SuM hasta 50uM, posteriormente se incubd el LPS (SIGMA-

ALDRICH CHEMICAL CO Mi.USA) por 24 horas para mostrar la induccién de la -

enzima NOSZ.WSQ ag(egq buffe,r,derfosfyarto,sahno con ortovanadato de sodio y se
rasparon las células coﬁ gendarme. Se i;entrilugaron las muestras por 10 minutos
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a 10,000rpm, se retiré el sobrenadante y se resuspendié la pastilla con 20ul de
buffer de .lisis, }se‘ ‘sonicd la muestra 10 segundos a 30A y se realizdé la
cuantificacion de proteinas mediante el método de Lowry. Se tomaron 25ug de
protefna para réallzaf la electroforesis en gel de acrilamida al 10%. Se transfirié el
gelauna mémbrana de nitrocelulosa (Bio-rad Laboratorios, Inc. Ca. USA.) a 100V.
Para realizar el ensayo de Western Blot, se incubd el primer anticuerpo anti- NOSZ
(Santa Cruz Blotechnology. Ca. USA) :

a una’ concemracién de 1:3000 'y’ un: segundo anti-rabbit (1 5000). para ‘ser
revelado medlante el. Klt de qunmlolummlcencna (Santa cruz Blotechnology Ca

USA). Los experimentos se reallzaron en cmco ocasuones por. sepa 'do 'y se
analizaron con‘el software Labworks Los resultados se representar ] como la
S8 interpretaron I0s resultados mediante |a obtenclén de

media £ Error Standard
la T:-de Studen 'Se presenta un-experimento representativo de cada caso y su
mterpretacné ; g flca'en base a la densidad optica del por ciento del basat de la

53203580 En Fibroblastos Gingivales Humanos tratados con LPS, mediante
ensayo de Western Biot.

Se realizyarqn ‘experimentos de tipo curso temporal para caracterizar la induccién
de la enzlmaCOX-z en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS. Se
cultivaron las células en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia, se ayunaron
durante 24 horas con DMEM (INVITROGEN Life Technologles Ca USA) snn
SBF adicionado con. 1% - de antlblétxco-antl Gtico

segundos, Se realizé |a- cuantificacién de protefna medxante eI' método de
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Bradford ®, se tomaron 25ug/ml de cada muestra y se realizé.la. electroforesis.
Posteriormente se realizé la transferencia a membranas de nitrocelulosa para la
incubacidn del anticuerpo especifico anti-COX-2 (3:5000) y anti-goat (1 :5000). Se
reveléd mediante el Kit de quimioluminicencia (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz California Ca, USA). Se presenta un experimento representativo de cinco
repeticiones por separado, las muestras se analizaron con el sistema de cémputo
Digi doc y las graficas .se expresan como la media = error estandar.
Posteriormente se hizo un analisis estadistico tipo t-de Student y se obtuvo la
diferencia de cada yariable cOn respecto al control.

Una vez caractenzada Ia |nducc|6n de COX-2 mediante los resultados obtenldos
o izéron ensayos de western blot para:mostrar:la
a e tas vfas de transduccion capaces de Induclr la
"vez -obtenido . ‘el - cultivo celular hasta la
| ayuno de 24 horas en DMEM sin SBF adnc:onado
con. 1% de antnblétlco ntlmlcétlco se. prelncubé el inhibidor 88203580 (5pM)
(SIGMA-ALDRIC HEMICAL CO Mi. USA) por 2 -horas, posteriormente se
incubd el LPS por 4 horés AI térmmo de la mcubacm‘m se obtuvieron las células
por raspado. ‘con gendarme y: se colocaron :en’ buffer de fosfato salino. Las
muestras_se centnfugaron y se resuspendleron en buffer de lisis. Posteriormente
se somcaron Ias muestras a 3OW por 30 segundos Se realizé la cuantificacién de
proteinas medlante el método de .Bradford ""', se tomaron 25ug/ml de cada
muestra y  se realizé la-- eIectroforésns " Posteriormente se transfirieron. a
; ‘Laboratonos, Inc. Ca. USA) para la

antl COX-2 (3:5000) y antl-goat (1 5000)
Se revelo’ medlante el Kit" " de
otechnology. Ca USA) Se presenta un

membranas de nltrocelulosa (Bl
incubacion del anticuerpo e

(Santa Cruz Blotechnology

quimioluminicencia (Santa ! Cruz l
experimento representativo.’ .’
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10.3.5 Inhibicién de La Enzima COX-2 Via p-38 por la accion del Inhibidor
$B203580 En Fibroblastos Gingivales Humanos tratados con LPS, mediante
extraccién de mRNA y reaccién de RT-PCR.

Otro procedimiénto utilizado para observar la inhibicién de COX-2 por el inhibidor
88203586 en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS fue por medio de
la extraccion de mRANA y la reaccién de RT-PCR. )
Se cultivaron las células hasta la semlconfluenma. po Herlormente se ayunaron
durante 24 horas en DMEM 'sin SBF adncuonado cbn 1% de antlblétlco-
anhmncotlco, al término se |ncubaron en: DMEM al 2% de SBF adlcnonado con 1%
s células con'el Ilpopolisacéndo yen

de antibiético-antimicético y’ se estlmula
otras condiciones las células se prelncubaron con el |nh|b|dor SB203580 (SpM) por

2 horas y posteriormente se trataron el hpopo|isacérido (10 pg/ml) por 4 oras AI )
término del tratamiento se realizé la extraccnén de mRNA : segun'el m odo de :

Chomczynskl y Sacchi 7, la muestra se resuspendxé en

sense: 5'- TTC AAA TGA GbAT‘_;T’G GG/

antisense 5'-AGA TCC ACA ACG GAT
506 pb del cDNA. La desnaturalgz
alineamiento a 55°C por 1 mlhd{d
ciclos) usando 1pg del mRNA total
Los productos obtenidos se. separaron
CHEMICAL CO. Mi. USA) al 1% y se tlneron con

romuro de etldlo para ‘su
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visualizacién en luz U.V. ‘Se presenta un experimento representativo de cinco
repeticiones por separado, las muestras se analizaron conr‘el sistema de cémputo
Digi doc y las grédficas se expresan como la media: & ,_error estandar.
Posteriormente se hizo un analisis estadistico tipo t-de'Studenbt‘ y se obtuvo la
diferencia de cada variable con respecto al control. '

10.3.6 Deteccion de Ila fosforilacion in vivo de p38 mediante e
inmunoprecipitacion.

Otro medio utilizado para mostrar la fosforilacién. de p38 fue por medio
fosforilacidn in vivo mediante ensayos de inmunoprecipitécién.’ :

Para la fosforilacién in vivo, se colocaron los fibroblastbs‘ gingivales humanos en
cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia. Postériormehte se dejéron en DMEM
libre de SBF por 24 horas y en DMEM libre de fosfatos por 1 hora. Las células se
marcaron con: 625uCi de [?Pi] (Amersham pharmac«a blotech Ca USA) durante
3 hrs. . Se trataron las células con LPS en DMEM ‘al 2% de SBF a diferentes
liempos desde 5 munutos hasta 60 minutos. Se rasparon Ias células con gendarme
y se lava n's Oul de Buffer de fosfato salino + 1mM de ortovanadato de sodio.
Se ceﬂnt‘ ugaron. - las-muestras a 10 OOOrpm por 10 mlnutos. se .retird ol
: Y. se resuspendlé la pastilla en RIPA (1%Nor|dent P-40, ‘1%
C . SOdIO 0.1% SDS, 0.15M NaCl, "0.01M: Fosfato de sodio, 2mM
EDTA 50mM fluoruro de sodio, 0.2mM Onovanadato de sodio) Se sonicaron las
muestras 10 segundos a 30 A. Se centrifugaron las muestras 10 minutos a 12,000
rpm, se‘ | ecuperé el sobrenadante y se incubd la pastilla en agitacion toda la noche
con Sul de antxcuerpo anti-p38 y 50u! de proteina A sepharosa (SIGMA-ALDRICH
CHEMICAL CO Mi .USA) a 4°C. Posteriormente se centnfugaron las muestras a
12 OOOrpm por 10 minutos, se retiré el sobrenadante y se’ lavé la pastilla en tres
ocasiones con buffer de lavado (1M tris- HCI pH7 4 0. 5M NaCl; 1% nonidet P-40).
Se adicioné: a ‘la pastllla jugo azul desnaturallzanta v se hlrvleron 5 minutos a
100°C. Se realizé ta electroforesis en geles de acnlamida (SIGMA-ALDRICH
CHEMICAL CO. Mi.USA) al 10%, se secaron Ios geles medlanle técnica de vacio
y se dejaron en exposicién durante 24 horas. -




10.3.5 MICROSCOPIA CONFOCAL DE pp-38 ¥ p38 MEDIANTE ENSAYO DE
INMUNOHISTOQUIMICA. e i T
Para observar la induccién de p38'y. pp38 en FGH por el tratamiento con LPS se

realizaron ensayos de mmunohlstoqurmlca 'ara observar las muestras en el

microscopio confocal Nikkon.
Se cultivaron las células .en, ajas
una lenteja de vidrio prevnam
DMEM ad:cnonado con"1

en donde prevnamente se_coloco
Las células fuer ltlvadas en

2%

ormaldhefdo aI

colocaron 50pl de tnton 100X al 0 1% por § mlnutos a 4°C Se reallzaron 3. Iavados
con buffer de fosfato salino y se colocaron Spl del antlcuerpo antl p38 A antl pp38
y se dejaron en incubacion durante 30 mlnutos a; una temperatura dé 4°C Se
hicieron 2 lavados con buffer de fosfato sallno y se colo s el segundo antlcuerpo'
acoplado a fluoresceina (5ul) para p38 y rodamina para p p38 (5 pl) el cuat se
dejé en incubacién durante 30 minutos'a 4°C Se h|0|eron cmco Iavados con buffer
de fosfato salino y se retir6 la lenteja con eI éultlvo celular Se colocé una gota de
resina en un portaobjetos y se colocé la lente]a Se cubrleron las muestras con
papel aluminio y fueron mantenidas a ‘una temperatura de 4°C. Se observaron las
muestras en el microscopio confocal‘ con’ el ‘objetivo 10X y se obtuvieron los

resultados mediante el software cas40. -
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11. ANALISIS DE DATOS Y METODOS ESTADISTICOS

Los experimentos se realizaron por 5 ocasiones por separado. Se realizaron
ensayos de Western blot, fosforilacién in vivo por Pi*® e inmunoprecipitacion,
aislamiento de mRNA y reaccion de HT-PCR Yy ensayos de mmunohlstoqufmica
para ser observadas las muestras al mlcroscoplo confocal : '

basal,

sobre estos datos se obtuvo ‘eI

Posteriormente se hlzo un anénsis estadfstlco tip “se”obtuvo la

diferencia de cada vanable con respecto al control

t-de -Student
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12.RESULTADOS.

12.1 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACION DE p-38 POR LA ACCION DE
LIPOPOLISACARIDOS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS. '

Para caracterizar la fosforilacion de p-38 se realizaron experimentos de tipo curso-
temporal con una dosis de LPS de 10 pg/ml (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO.
Mi.USA), utilizando tiempos desde 5 minutos hasta 60 minutos. Obsewéﬁdose la
fosforilacion de p-38 con un peso molecular de 38 kDa, desde los 5§ minutos de
tratamiento (Fig 1 A), la mayor induccién se produce a los 15 minutos de tratamiento, y
comienza a descender la fosforilacion a fos 30 minutos (Fig 1 B). La fosforilacion se
detecté por medio de ensayos de Westemn Blot con el anticuerpo anti-pp-38 policlonal
(3:5000) y anti-mouse (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA). Las membranas se
desnudaron y se incubaron con el anticuerpo anti p-38 como control, con la finalidad de
demostrar que los cambios observados se debian a la fosforilacién y no a una diferencia

en la concentracion de proteinas.
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Figura 1. Curso Temporal de la fosforilaciéon de pp38 y p38 en en g con
LPS.
A. Las células se trataron con 10 ug/mi de LPS a i al de la ion las se
para su analsis mediante Westem Blot.
B. Andlisis grafico del curso del de i do en gi sobre Ia
fosforilacion de pp38. El control 0 se tomd como el 100% del basal en base a su optica ida con el
dal Los i se i al menos cinco ocasiones se analizé ta media + E.8 *p0.05
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12.2. DOSIS RESPUESTA DE LA INDUCCION DE pp-38 EN  FGH
ESTIMULADOS CON LPS.

Para caracterizar la fosforilacién de p-38 a diferentes dosis con un tiempo de 5
minutos de tratamiento. Se utilizaron dosis desde O.1ug/ml hasta 50pg/mi,
observandose la fosforilacion de p38 desde una dosis de 0.1 pg/ml (Fig 2A), y una
mayor induccion con una dosis de 10 pg/mi que continua hasta los 50ug/ml (Fig
2B). Para esto se realizaron ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos
especificos anti-pp38 policlonal (3:5000) y anti-mouse (1:5000).

A

— . " <«— 38KDa

TR - euggl> A < <— 38KDa

LPS (ug/ mi) o 0.1 1 10 50

*

Fosforilacién de pp-38
% del basal

[ 0.1 1 10 50

LPS (pg/ml)

Figura 2. Dosis delaf e pp38 y p38 on FGH mdnu con LPS.

A. Las células se trataron con dosis desde 0. 1pyml hasta 50py/ y se las para
analisis de Western Blot.

B. Analisis grafico del experimento dosis det de en

sobre la fosforilacion de pp38. El control (0) se tomd como el 100% ded basal en base a la densidad °pbca de la banda
oblenida por el software Labworks. Los valores son la media de al menas § determinaciones 1 E.S. * p< 0.0
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12.3. INHIBICION DE LA INDUCCION DE LA ENZIMA iNOS POR SB203580 EN
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS.
Experimento tipo dosis respuesta para observar la inhibicion de la enzima iINOS
por el inhibidor SB203580 de p38 en FGH. Se preincubd el inhibidor SB203580
(SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) a diferentes dosis como se observa
en la figura 3 A. Posteriormente se colocé LPS a una dosis de 10pg/m! a un
tiempo de 24 horas. Se utilizaron anticuerpos anti- NOS2 (1:3000) y anti-rabbit
(1:5000)(Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA). Se observd que la enzima NOS2
es inducida por el LPS via p38 y que su efecto disminuye hasta ser inhibida
totaimente con el inhibidor SB203580, con dosis desde 0.5uM hasta 50 pM.

A
LPS (ug/mi) -
SB203580 (UM ©
o 600 s e e e B
g 500
] g 400
£ 3 300
25 =
_'g 100
0 N ,_..il —— |£: _'r_M.
LPS
se203580 (4 0 1 5 50
Figura 3. Efecto del pretratamiento con SB8203580 sobwe nosz en FGH tratados con LPS,
A. Preincubacion con 58203580 a dosis 2 horas y con LPS 10 pg/mi por 24 horas,
se p para analisis de Western B‘ot.
B. Andlisis grafico del efecto del pretratanviento con SB203580 sobre NOS2 en FGH tratados con LPS.
El control (0) se tom6 como el 100% de! basal en base a la densidad éptica de ta banda por el L rh
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12.4. CURSO TEMPORAL DE LA INDUCCION DE LA ENZIMA COX-2 EN
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS.
Experimento tipo curso temporal para caracterizar la induccion de la enzima COX-
2 en FGH al ser tratados con LPS (10ug/ml) a tiempos desde 2 hasta 24 horas.
Observamos la induccién de COX-2 desde las 2 horas de incubacion y una mayor
induccién a las 16 horas (Fig 4 A). La induccién de COX-2 se detectd por medio de
ensayos de Western Blot con el anticuerpo anti-COX-2 policlonal (3:5000) y anti-
goat (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA).

A
< 82 KDa

LPS (1opg/ml) o 2 4 8 16 24  Horas

-

Inducclén de COX.2
% del basal

] 2 4 8 16 24

Tiempo (horas)

Flgura 4. Curso Temporal de la induccién de COX-2 en gingi con LPS,

A. Los células se trataron con 10 yug/mi de LPS a difi i al dela ion las sep on
para su analisis mediante Westem 8lot.

B. Analisis grafico del curso p del tr de i i ido en ,' sobre la
induccion de COX-2. El control 0 se tom6 como el 100% del basal en base a su L optica ida con el de
Labworks. Los experimentos se realizaron al menos cinco ocasiones se analizd la media + E.S *p0.05
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12.5 INHIBICION DE LA INDUCCION DE LA ENZIMA COX-2 POR SB203580
EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS.

Para observar la participacion de p38 sobre la induccion de COX-2 se preincubo el
inhibidor SB203580 (5 uM) por dos horas. Posteriormente se colocé el LPS a una
dosis de 10ug/ml por un tiempo de 4 horas. Se realizé el ensayo de Western Blot
usando anticuerpos anti- COX2 (3:5000) y anti-goat (1:5000). Se observé que la
enzima COX2 es inducida por el LPS via p38 y que su efecto disminuye hasta ser
inhibida parcialmente con el inhibidor SB203580, con una dosis de 50 uM. (Figura
5A).

A

<4— 82 KDa

- + +

LPS (10pg/ml)
SB203580 (5uM)

'
.
+
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8
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8

Inhibicién de COX-2
% del basal

g

g

o —
LPS (10ugfmi) - +
SB203580 (5uM) - . .

+

Figura 5. Efecto del pr sobre COX-2 en FGH tratados con LPS.

A, Preincubacién con 58203550 SpM durante 2 horas y posterior tratamiento con LPS 10 pg/ml por 4 horas, Se procesaron
las muestras para andlisis de Westaem Blot.

B, Andlisis gréfico del efecto del pretratamiento con SB203580 sobre COX-2 en FGH tratados con LPS.

El controt (0) se tomé como el 100% del basal en base a la densidad éptica de la banda por el L
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12.6 EFECTO DEL INHIBIDOR SB203580 EN LA INDUCCION DE COX-2 EN
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS TRATADOS CON LPS, MEDIANTE
AISLAMIENTO DE m RNA y RT-PCR.

Otra técnica usada par observar el efecto del inhibidor SB203580 sobre la
induccién de la enzima COX-2 en Fibroblastos gingivales humanos tratados con
LPS, fue mediante aislamiento de mRNA y la reacciéon de RT-PCR.

Se realizd la caracterizacion de COX-2 mediante un curso temporal con LPS
10pg/ml, se aisb el mMRNA y se realizé la reaccion de RT -PCR. Se obtuvo el
producto cDNA de 309pb. (Figura 6 A).

Posteriormente se preincubo el inhibidor SB203580 (5uM) durante 2 horas,
posteriormente se coloco el LPS (10ug/mi), posteriormente se realizé la extraccion
de mRNA y se obtuvo el cDNA mediante la técnica de RT-PCR. Se utiliz6 como
control GADPH de 506pb. ( Figura 6 B).

GADPH
506Pb
coxX-2
309Pb
LPS (10pg/mi) 0 2 4 8 16 24 Horas
GADPH B
<+— 506Pb

«— COX-2
309Pb
LPS (10pg/mi)
SB203580 (SuM)




300 C
o~
250
S 00 ]
$ 150
o
2=
£ 2100 -
50
o L 1
LPS (10ug/mt) - + +
$8203580 (5uM) - - +
Figura 6. Efecto del p sobre COX-2 en FGH tratados con LPS.

ACumutetnpmldeCOX-ZconLPS 10 pg/mi, se realizd aislamiento de MRNA y se obtuvo el cDNA mediante la reaccion
de RT-PCR.

B. Premcubac.ﬂnumSﬂZO:!S&OSuM 2 horas y p ' i con LPS 10 pg/ml por 4 horas. Sc¢ procesaron
las muestras para analisis de la reaccion RT-PCR.

C. Analisia grafico del efecto del pretratamiento con SB8203580 sobre COX-2 en FGH tratados con LPS.

EJ control (0) se tomoé como el 100% dei basal en base a la densidad dptica de ta banda ija por el L

12.7 FOSFORILACION IN VIVO DE p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS
GINGIVALES HUMANOS.

Se realizé6 un experimento tipo curso temporal para observar la induccion de p38
por LPS en FGH por medio de la fosforilacion in vivo y ensayos de
inmunoprecipitacion, usando 625 uCi de [”Pi]. Se realizo a tiempos desde S
minutos hasta 60 minutos con una dosis de LPS de 10ug/mi, se utilizd el
anticuerpo policlonal anti-p38 (5u!). Se observd la fosforilacion de p38 desde los 5
minutos de tratamiento hasta los 60 minutos.

4A

Tiempo min [~ 5 10 30 45 60
LPS 10pg/mi
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4B

1000
800 -
600 -
400 -
200 -

Densldad éptica
% del basal

0 ..5..10 30 45 60
Tiempo ( minutos )

Flgura 7.Curso mmporal dela vosiorlllclbn invivo sobre P38 en FGH lnladc- con LPS.

sep ael de
B. Anehsh grafico del efeclo  de la foalorllaclou in viva sobre p38 en FGH tratados con LPS a diferentes

tiempos,
El tiempo 0 se tomé como el 100% del basal en base a la optica por el 1

Los resultados son la media + €S * p < 0.05

12.8 EFECTO DEL INHIBIDOR SB203580 EN LA FOSFORILACION IN VIVO DE
p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

Para observar el efecto inhibitorio de SB203580 las células se preincubaron con
SB203580 (5uM) y 625 uCi de [2Pi] por 2 horas las células se lavaron y
posteriormente se incubaron con el LPS (1ug/ml) durante 10 minutos. Se utilizé el
anticuerpo anti-p38. Se observa que p38 esta presente en la célula en el control y
se induce en presencia del LPS, también se observa su inhibicién con el inhibidor

SB203580 (5 Ay 5 B).

A
38KD —» -
LPS ( pg/mi1) - + +
SB203580 - - +
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Figura 8. Efecto del p [} con sobre la fosforilacién in vivo sobre p38 en FGH tratados con LPS,
A. Las muestras se p(ocasaron para el ensayo de inmt P al con SB203580 5 pM por 2
horas y 5 min con LPS (1pg/ml).
B. Gréfico del efecto del pi sobre la in vivo sobre p38 en FGH tratados con LPS, Elt

control se tomé como el 100% del basa! de acuerdo a ja densidad dptica obtenida por el software Labswork. Los resultados son
lamedia £ ES * p < 0.05

12.9 EFECTO DEL INHIBIDOR SB203580 EN LA FOSFORILACION IN VIVO
DE p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS

IMAGEN DE p38 y pp38 EN MICROSCOPIO CONFOCAL MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA

Se han publicado algunos reportes que seiialan que las proteinas de la via de la
MAP quinasa una vez que son fosforiladas se translocan al nucleo en donde son
desfosforiladas por fosfatasas nucleares, por este motivo decidimos estudiar si el
tratamiento con el LPS induce la translocacién de p-38. Por lo que se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica para observar la localizacién de p38 y pp38 en
fibroblastos gingivales humanos con y sin el trata‘m‘ie'nto cdn LPS. La observacion
se realizé mediante microscopia confocal. En Ia flgura 6 A se observa que p38 se
localiza en el citoplasma celular del FGH, se. utn 26 ol antlcuerpo anti-p38 (1:201)
preincubado por 30 minutos.a 4°C: y el antucuerpo anti-ratén. acoplado a
fluoresceina (1:20). En la hgura 6 B se, observa p38 con el tratamiento del LPS a

un tiempo de 10 minutos y una dosn_s .Opg/ml sin embargo no se obsersan

ocacion al nicleo.

cambios significativos que indiquen
itoplasma del FGH previo al tratamiento”

En la figura 6 C se observa pp3 ]
con LPS, se utilizo el anticuérﬁo ginﬁ-p'psa (1:20) incubado por 30 minutos a 4°C y
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el anticuerpo anti-ratén acoplado a rodamina (1:20). En la figura 6 D se observa
pp38 con el tratamiento de LPS a una dosis de 10ug/ml a un tiempo de 15
minutos. No se observan cambios significativos que indiquen la translocacién al

nlcleo.

Fig 9. Microscopia confocal de p38 y pp38

A. Se realizo ef cultivo de FGH hasta la semiconftuencia y se procesaron las células para ensayo de
inmunohistoquimica. Se incubo el anticuerpo anti-p38 (5ul) y fluoresceina (5 ul)

B. Se incubaron las células con 10pg/ml de LPS por 15 minutos, se colocaron los anticuerpos para p38 , se proceso
la muestra para ensayo de inmunochistoquimica y se observo al microscopio confocat con el objativo 10X,

C. Se realizd el cultivo de FGH hasta la semicontluencia. se procesaron las muestras para ensayo de
inmunohistoquimica y se incubo el anticuerpo anti-pp38(Sul) y rodamuna (5 i)

0. Se incubaron las celulas con 10ug/mi de LPS por 15 minutos, se colocaron los anticuorpos para pp38, se proceso
la muestra para ensayo e inmunohisioquimica y se observo al microscopio confocal con el objetivo 10X.
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13 DISCUSION

LLa enfermedad penodontal es un proceso inflamatorio de etiologia diversa’ pero
entre los factores que desencadenan la’ enfermedad se encuentra la interaccion
con mlcroorgamsmos Gram negatlvos' 3242435051 ) Ilpopollsacérldo presente en
la membrana externa de estos mlcroorgamsmos es el prmcupal factor de vnrulencla,
numerosos estudios referen que promueve la slntesus de cntocmas xnﬂamatonas

como IL-1B, IL-6 y TNFa,', esto ocurre por Ia estlmulaclén de élula

penodonto 8,23,2432-51

superﬁcle de Ia me"r'nbrana cltoplésmlca y carece de region transmembranavl de

CD14 exlsten dos formas una soluble que se encuentra en células epltellales Yy

humanos presentan la forma CD14s.> i

En este complejo también participa un receptor TLR se han‘ldenttf‘cado hasta la
fecha 10 tipos en mamiferos, cada uno es especlfco para ul sustrato en el caso
del LPS es reconocido por el receptor TLR4 aunque algunos utores‘fnencuonan
que TLR2 puede estar involucrado en el reconoc:mlento. aunque tiene ‘menor
n _este complejo también se

afinidad  por el LPS a comparacion con.. TLR4
encuentran Ja proteina MD2 y la porcuén ToII del receptor MyD88, ast como TRAF6
para activar la ruta de NFkB, 3%39414550,51."

La union del complejo receptor al LPS desencadena una cascada de rutas de
senalizacién que terminan con la produccién de citocinas inflamatorias, y factores
de crecimiento que son liberados por la célula como un mecanismo de defensa
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contra el ataque bacteriano. Esto |nvolucra Ia partncnpaclén desistemas de
transduccion celular, como la quinasa p38 que se encuemra presente en los
fibroblastos gingivales humanos. p38 es una protefna que se ha encontrado y.se
ha caracterizado en muchas lineas celulares como “ monaocitos, | macréfagos,
linfacitos y plaquetas, sin embargo poco se sabe de su comportamiento en células
como los fibroblastos, y mucho menos.en flbroblastos gingivales humanos. Esta
quinasa forma parte de una familia que actualmente se encuenira como objeto de
estudio de muchos investigadores. Forma pane del sistema de las MAP quinasas
que principaimente esta integrada por tres miembros ERK o quinasa regulada
extracelularmente, JNK o quinasa amino-tyermrinal reguladora del factor c-jun y
p38. Cada una de estas quinasas es activada por diversos factores, ERK es
activada principalmente por factores de érecimiento y'algunas citocinas, mientras
que p38 y JNK son activadas por citocinas inflamatorias o situaciones que generen
estrés celular. La importancia de las MAPK radica en que intervienen en muchas
respuestas celulares, como la expresién de .genes, el movimiento celular, la
mitosis, el metabolismo y la apoptosis esto média’hte la regulacién de un sustrato
que puede ser oftra quinasa, un factor de transcnpmén o proteinas del
citoesqueleto: 48:57:58 :

Estas quinasas se caracterizan por poseer dominios de fosforilacién formados por
extremos tipo tirosina-X- treonina, el aminoé&cido X es el que caracteriza a cada
quinasa, p38 posee el amino4cido glicina. La fdsforilacién de estos dorﬁinibs que
activa a p38 se lleva a cabo por medio de otras quinasas conocidas como MAPKK
o quinasa que activa MAPK que a su vez es fosforilada por otra MAPKKK. Para
p38 se han definido hasta el momento dos MAPKK que son MKK3 y MKK6, otros
autores mencionan que MKK4 también puede ser una de las MAPKK de p38. La
fosforilacion ocurre de forma covalente en cada dominio.

El mecanismo de accién de cada una de estas MAPK no se conoce con exactitud,
los estudios reallzados con anterlorldad indlcan que estas qumasas son capaces
de fosforilar - otras’ qumasas que se! encuentran debajo de su via, o que se
translocan ‘al’ nucleo celular. se ha demostrado que ERK puede translocarse al
nucleo al ser inductda y ahf fosforllar muchos factores de transcripcion, de JNK y
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p38 se tienen menos estudios, sin embargo élgunos autéres mencionan que JNK
también se transloca al nticleo donde regula factores como c-jun ATF-2 ( factor
de transcnpcvon 2) y Ek-1, Por. su pane estos mismos autores mencionan que p38 N
tamblén se dmge al nucleo en donde fosfonla acfores como AT n 2 y: LK-1 entre ’

MAPKAP (MK2 y MK3) a través de la cual produce TNFa Tambxén actlva factores
de transcripcién como AP-1y NF-KB que generan genes que codlfxcan paraWNOSZ .
COX-2, KGK-1, IL-1, IL-6, IL-12, ICAM 1, entre otras moléculas mvolucradas en la
patogenia de la enfermedad penodontal 32,33,42,43,50,51.

En este trabajo encontramos que la fosforilacién de p38 fosforilada inicla a partir
de los 5 minutos de tratamiento cOh el LPS, observandose su mayor grado de
fosforilacién a los 15 minutos de tratamlento con una diferencia significativa (<
0.05) con un 90% de conflablhdad en base al porciento del basal, y comienza a
declinar su fosforilacién aunque s:gue observandose hasta los 60 minutos de

tratamiento. :
También se observé el grado de fosfonlacnén de p38 fosforilada a diferentes dosis

de tratamiento de LPS encontramos que p38 fosforilada se estimula con dosis
desde 0.1ug/ml de LPS y se observa una diferencia significativa (< 0.05) con una
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dosis de 10ug/ml en base al porclento del basal
Para determlnar Ia parllclpacién de p38 en Ia |nduccién de la enznma NOSZ

activada dentro de la célula sino que es inducida por cntocunas mﬂamatorlas o por
LPS a través de factores de transcripcién. Una vez activada esia enzuma produce
grandes cant:dades de 6xido nitrico que actua como potente senalr ador, ‘entre las
funciones que se le atribuyen estan la vasodilatacién y acciones bactericndas.

Por otro lado algunos autores mencionan la pamcupacus}n de p38 como una de las
vias para inducir fa enzima COX-2, esta enzima no se e"nc,uéntfa regularmeme en
las células sino que se presenta al ser inducida por:':fééto‘res" de crecimiento,
citocinas 'y LPS.  COX-2 participa en la produccuén de- prostacuchnas Yy
prostagiandinas, especialmente PGE2 7'7, Para caracterlzar la” mduccnén de
COX-2 en flbroblastos glngnvales humanos tratado con LPS se reallzaron
er ontramos que COX-2 es

experimentos. tlpo curso temporal a. tlempos I
inducida por eI LPS en FGH a partir de las‘2 horas de tratamuento y alcanza su

mayor 1nducctén a las 16 horas de tratamlentd. y. contlhua su inducclén hasta las :
24 horas. Una vez caracterizada la enznmé CO -2:se determlné sn p3 estaba'

nuestros resultados obs céién de COX-2 posterior a las 4 horas de ..
tratamlento con: eI LPS,y _ _hhibiqién total de esta enzima con el inhibidor
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especifico de p38. Con esto determmamos la partncnpacnén de p38 en Ia induccién
de COX-2 en fibroblastos glnglvales humanos tratados con LPS., Sin embargo aln
no se sabe si p38 mduce dlrectam”nte el gen deVCOX-Z por medlo de factores de
I tabmdad del mRNA de cox-z Por

transcnpmén o unlcamente particip en Ia
otra parte, ya ' 5
negativa de,‘la,

caracterizar‘la :
con LPS

induccién:d

estas citocina respuesta’

inﬂamatok mune que puede provocar la’ destrucclén de los - tejidos

penodontales en Ia enfermedad periodontal.
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Modelo esquematico de las vias de transduccidén activadas en Fibroblastos Gingivales
Humanos por LPS
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14. CONCLUSIONES
A partir de nuestros resultados podemos concluir que:

1.- El lipopolisacarido promueve la activacion de la ruta de senalizacion de p38 en
fibroblastos gingivales humanos, desde los 5 minutos de traté‘mi“ento,

2.- p38 esta involucrada en la expresién de NOS2 ‘ »

3.- El inhibidor SB203580 inhibe la expresién de NOSZ vfa p38

4.- p38 esta involucrada en la induccién de Ia enznma COX-2 en fibroblastos
gingivales humanos tratados con LPS. "

5.- El inhibidor SB203580 inhibe la expresién de COX-
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16.ANEXOS

SB203580

Es un inhibidor sihtétlcb 5, aitarhente 'especifico de la MAP quinasa p38 previene
la fosforllacxén de p38 en respuesta a IL-1, estrés celular, y LPS in vivo.

Pertenece aI grupo de compuesto tipo . piridinil nmudazola, su estructura fue
reponada desde 1988 al |nh|bir la produccién de IL-1. Postenormente se demostré

su capactdad de mhlblcién pnncnpalmente de p38a, de’ p388 y p38y solo a altas

concentramones 26,54,68. 75

TESIS CON
FALLA DE C.:GEN

90



	Portada
	Índice de Capítulos
	Resumen
	Antecedentes
	Introducción
	Planteamiento del Problema   Justificación
	Hipótesis
	Objetivos   Tipo de Estudio   Materiales y Métodos
	Análisis de Datos y Métodos Estadísticos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos



