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1.-ABREVIATURAS

DMEM= Medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco
Ab-Am= Antibidtico-Antimicotico

LPS= Lipopolisacarido

LBP= Proteina de union a LPS

CD14m= Proteina CD14 membranal

CD14s= Proteina CD14 soluble

FGH= Fibroblastos gingivales humanos

ELAM-1= Molécula-1 de adhesion leucocitaria endotelial
ICAM-1= Molécula de adhesién intercelular —1

IL-1= Interleucina 1

IL= Interleucina

IL-G= Intérleucina 6

ERK= Protelna qumasa activada extracelularmente

MAPK— Protelna quinasa activada por mitégeno
MAPKK= Protelna quinasa activadora de MAPK

NF-KB“ Factor nuclear —xB




2.-RESUMEN

Entre las causas principales de los padecimientos dentales, se encuentran los
problemas en el periodonto, por lo general son causados por bacterias gram-
negativas que poseen en su superficie moléculas denominadas
lipopolisacaridos, estas producen inflamacion de las encias lo que conlleva a la
posterior destruccion de los tejidos de sostén, provocando pérdida dsea y por
tanto la pérdida de los érganos dentarios.

Uno de los eventos iniciales en el desarrollo de la enfermedad se produce por
el reconocimiento entre los lipopolisacaridos con las células del huésped,
promueve la activacion de senales de transduccion que conducen a que las
células liberen componentes que promueven procesos inflamatorios que
conducen al desarrollo y manifestacién de la enfermedad periodontal.

Los flavonoides son compuestos naturales que contienen propiedades distintas
entre las que se encuentran antiinflamatorias, en algunos sistemas celulares se
ha encontrado que inhiben la liberacién de mediadores inflamatorios como
interleucinas %. Luteolina es un flavonoide que inhibe la sintesis del factor de
necrosis tumoral (TNF-a) e Interleucina-6, cuando los macréfagos son tratados
con lipopolisacaridos. 2

Por este motivo la presente investigacion tiene el objetivo de caracterizar los
mecanismos de accion de la luteolina sobre activacion de cinasas cuando los
fibroblastos gingivales humanos son tratados con lipopolisacaridos.

Para e! desarrollo de esta investigacion se realizarcn cultivos celulares de
fibroblastos gingivales. Se obtuvieron lipopolisacaridos con los que se trataron
los cultivos celulares, se realizaron experimentos de tipo dosis respuesta y
curso-temporal con el propésito de caracterizar la fosforilacion de ERK, las
células se preincubaron con luteolina a diferentes dosis y tiempos y las
muestras se analizaron mediante ensayos Western blot utilizando anticuerpos
que reconocen las forma fosforilada de estas cinasas. Los experimentos se
realizaron en cinco ocasiones por separado, las muestras se analizaron con el
sistema Labworks y obtuvo la media + el error estandar. Se realizd el analisis
de t de Student para determinar la diferencia de cada variable con respecto al

control.

L.os resultados obtenidos mostraron que al tratar los fibroblastos gingivales
humanos con lipopolisacaridos produce una rapida (5 min) y transitoria
fosforilaciéon de ERK 1/2 (30 min). Se encontré de igual manera que al
preincubar las células con [uteclina (10mM) se bloquea la fosforilacion y
activacién de ERK 1/2 en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS

(1pg/mi).



3.-ANTECEDENTES

La enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio del tejido conectivo lo que
conduce a que se produzca la migracion del epitelio de unidn y la destruccion del
soporte 6seo alveolar, este padecimiento es la principal causa de pérdida de
dientes en adultos. La gingivitis es considerada como una forma inicial de la
enfermedad periodontal, que puede convertirse en periodontitis, cuando existe un
deficiente cepillado dental o una higiene inadecuada, asi mismo la enfermedad se
desencadena por enfermedades sistémicas o por factores hereditarios.

Entre la etiologia de la enfermedad periodontal se encuentran las bacterias gram
negativas. Por este motivo los huéspedes han disefiado toda una estrategia
molecular que permite el reconocimiento de moléculas patogenas y responde a su
presencia mediante la sintesis de mediadores inflamatorios e inmunitarios a fin de
defenderse de estos agentes infecciosos. Se ha visto que la actividad frustrada del
sistema inmune del huésped hacia la acumulacidon de placa (subgingival) es el
origen de la enfermedad periodontal porque hay pérdida de los tejidos de soporte
del diente.

Los lipopolisacaridos son los principales agentes mediadores de los procesos
inflamatorios que estan presentes durante una infeccion, estas biomolkéculas son
el componente patégeno responsable en el establecimiento de las enferrnedades
periodontales. Entre sus blancos de accion se encuentran diversos tipos celulares
como son los fibroblastos gingivales humanos, en donde mducen la activacion de
sefales de transduccion y la sintesis de mediadores inflamatorios.

Los lipopolisacaridos son estructuras que se encuentran asociadas a {a membrana
celular externa de las bacterias gram-negativas y que han sido también
identificadas como endotoxinas, la liberacion de las endotoxinas de las paredes
celulares bacterianas facilita la interaccion de éstas con los receptores de
membrana de las células del sistema inmunolégico, como los neutrdfilos y
macrofagos, los que al ser excesivamente activados producen citocinas
mediadoras de la inflamacion, entre las que se mencionan la 1L-1, IL-6, IL-8, TNFa
entre ofras cuyas consecuencias mas severas pueden ser la aparicion del shock
séptico.

Por la severidad de las lesiones ocasionadas por los lipopolisacaridos, diversos
grupos de investigacién se han abocado a estudiar los mecanismos moleculares
de reconocimiento de estas moléculas con las células del huésped y en las ultimas
décadas se han realizado grandes esfuerzos encaminados a la prevencién de
enfermedades. Unas moléculas que presentan actividades interesantes son los
flavonoides ya que presentan propiedades antiinflamatorias, y pertenecen al grupo
mas amplio de los fenoles naturales, se encuentran tanto en estado libre como
quimicamente glicosilado, distribuidos ampliamente en el reino vegetal.'

n



Cuentan con una diversidad estructural, proporcionan el sabor y color de algunas
frutas y plantas, asi como una diversidad de propiedades antialérgicas.
antiinflamatorias, antihepatotdxicas, antivirales entre otras.

La luteolina es uno de los mas potentes y eficaces flavonoides para inhibir el
incremento del factor de necrosis tumoral (TNF-a), Interleucina-6 y las acciones de
los lipopolisacaridos asi como la expresion de 6xido nitrico. Tiene la capacidad de
bloquear la activacion de Nf-kB , cuando esta es inducida por lipopolisacaridos.>?

Un grupo de investigadores ha reportado la capacidad de luteolina para inhibir la

toxicidad y la expresién de moléculas proinflamatorias inducidas por
lipopolisacaridos i vivo e in vitro.®*
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4. INTRODUCCION
4.1. PERIODONTO.-

E! periodonto también llamado “aparato de insercion” o “tejido de sostén del
diente", esta formado por un conjunto de tejidos que rodean y soportan al diente,
Su funcion principal es la de unir el diente al tejido 6seo de los maxilares y
conservar la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad
bucal, la estructura periodontal (fig 1) esta conformada por varios tejidos que
comprenden:

. Encia

. Ligamento periodontal
. Cemento radicular

. Hueso alveolar

Fig.1 Dibujo esquematico del diente con su periodonto: la encia (G), el ligamento periodontal (PL),
el cemento radicular (RC) y el hueso alveolar es decir el hueso alveolar propio (ABP) y la apofisis
alveolar (AP). Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoloégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring,
Niklaus P.Lang.

Encia.-

Es la parte de la mucosa masticatoria que recubre la apofisis alveolar y rodea la
porcidn cervical de los dientes. Adquiere su forma y textura final con la erupcion de
los dientes.

En sentido coronario, la encia rosada coral termina en el margen gingival libre, que
tiene un contorno festoneado, en sentido apical la encia se continta con la
mucosa alveolar de la cual se encuentra separada por la linea mucogingival.

La encia normal se caracteriza clinicamente por su color rosado y consistencia
firme. La encia es un tejido que cuenta con muchas regiones y funciones
especializadas. (fig 2,3) 23
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Fig.2 Fotografia de una encia. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontologica. Jan
Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.Lang.

Encia marginal o libre.-

Es de color rosa coral y consistencia firme, por lo regular tiene 1mm de ancho y
forma la pared externa del surco gingival. Comprende el tejido gingival y las zonas
vestibular y lingual de los dientes, la encia interdentaria y las papilas
interdentarias, es la parte de la encia situada alrededor del cuello dentario. En el
lado vestibular y lingual de los dientes, la encia libre se extiende desde el margen
gingival libre en sentido apical hasta el surco apical libre que esta ubicado en un
nivel que corresponde con el nivel de la union o limite cementoadamantino.'?

Surco gingival:

Es el espacio poco profundo alrededor del diente circunscrito por su superficie en
un lado, y el revestimiento epitelial del margen libre de la encia por e! otro.

La determinacién clinica de la profundidad del surco gingival es un parametro
diag?éslico importante. Tiene una profundidad clinicamente normal de 1-3
mm.

Fig 3.Clasificacion clinicé de la encia. Encia libre (FG), Encia adherida o insertada (AG), (MGl)
limite mucogingival, (CEJ) -limite cementoadamantino.Periodontologia Clinica e Implantologia
Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P.Lang.



Encia insertada.-

En sentido coronario, esta sefalada por el surco gingival libre. Se extiende en
direccién apical hacia la linea mucogingival hacia la unién mucogingival, donde se
contindia con la mucosa alveolar. Tiene una textura firme, rosa coral, y suele
mostrar un punteado delicado que le da aspecto de cascara de naranja. Se
extiende de la encia marginal a la mucosa oral de revestimiento, de la que se
separa la linea mucogingival. Esta unida fiimemente al hueso alveolar y cemento
subyacentes por medio de fibras conectivas.

La encia insertada tiene una superficie punteada de color rosado y un ancho
variable; es mas ancha en el sector incisivo (3.5 a 4.5 mm) y disminuye hacia los
sectores posteriores.

Papila gingival:

Es la parte de la encia que se sittia en el espacio interproximal creado por los
dientes adyacentes en contacto. Puede ser deprimida en la zona central, debajo
del punto de contacto, con dos papilas mas elevadas en vestibular y lingual y en
palatino. Esta integrada por encia marginal e insertada en cantidades variables, de
acuerdo con el tipo de contacto de los dientes contiguos esta constituida por un
sector central de tejido conectivo fibroso cubierto por un epitelio escamoso
estratificado.’

Fluido gingival:

El surco gingival y la union epitelio-diente son bafiados por un fluido gingival o
crevicular, proveniente del tejido conectivo y que tiene una doble funcion: a) el
arrastre mecanico de particulas tisulares o externas introducidas y b) la defensa
inmunitaria, por la presencia de anticuerpos. Por otra parte, contiene también
proteinas plasmaticas que aumentan la adherencia del epitelio al diente.?



Fig 4. Esquema de un corte histolégico que describe la composicién de la encia y el area de
contacto entre la encia y el esmalte. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan

Lindhe, Thorkild Karting.

Histologicamente se observa que las células del epitelio escamoso estratificado se
unen entre si por medio de estructuras microscoépicas llamadas desmosomas, que
proveen una union firme, al tiempo que permite a las células un movimiento
independiente para desplazarse a la superficie.’

Las células epiteliales basales se unen al tejido conectivo subyacente por medio
de hemidesmosomas y una lamina basal. La adherencia del epitelio al esmailte o al
cemento se hace por un medio similar que permite el desplazamiento de las
células del epitelio de unién, que sufren un continuo recambio hacia su
descamacién en el surco gingival, y el pasaje del fluido gingival. !

Tejido Conjuntivo

Es el tejido mas predominante en la encia y del ligamento periodontal, en su
mayoria esta constituido por fibras de colageno (60%) fibroblastos (5%), vasos,
nervios y matriz (35%). Las fibras de colageno soportan el reborde gingival y lo
mantienen unido al diente y al hueso alveolar subyacente, forman fuertes cordeles
que unen y sostienen los tejidos, dando origen a unidades funcionales. Su
estructura consta de tres cadenas polipeptidicas enrolladas entre si, formando la
molécula basica de colageno.

Las moléculas se agregan por los lados, dando lugar a filamentos de colageno que
se acumulan, a su vez, para formar la fibrilla de colageno. Las fibras de colageno
de la encia estan compuestas por numerosas fibrillas, unidas entre si por los

proteoglucanos.?
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Células del tejido conectivo

Los diferentes tipos de células presentes en el tejido conectivo son ; fibroblastos,
mastocitos, macrofagos, granulocitos neutréfilos, linfocitos y plasmocitos.??

Fibroblasto

Es la célula que mas predomina en el tejido conectivo (65%), esta dedicado a la
produccion de diversos tipos de fibras que se encuentran en el tejido conectivo,
interviene en la sintesis de la matriz de este tejido.

Es una célula grande, plana y ramificada, fusiforme o estrellada con nucleo de
forma ovalada (fig 5).

El citoplasma contiene un reticulo endoplasmatico granuloso bien desarrollado,
con ribosomas.

El aparato de Golgi suele tener tamafo considerable y las mitocondrias son
grandes y numerosas, ademas el citoplasma contiene muchos tonofilamentos
delgados. Se pueden hallar una gran cantidad de vesiculas adyacentes a la
membrana celular a Io largo de la periferia.

Su funcién principal es la produccion de diversos tipos de fibras halladas en este
tejido (fibras colagena, reticulina y elasticas) y algunos componentes de la matriz
celular (glucosaminoglucanos y glucoproteinas). También esta involucrado en la
reparacion y destruccion de los tejidos en la enfermedad periodontal, 234
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Fig 5. Esquema de un fibroblasto. (F) Red de Tejido Conectivo, (CF) Espacio intermedio (M)
Matriz.Periodontologia Clinica e Implantologia Odontologica. Jan tindhe, Thorkild Karring, Niklaus

P.Lang. 11



Mastocito

Responsable de la produccién de ciertos componentes de la matriz celular,
también producen substancias vasoaciivas que esta pueden afectar el sistema
microvascular y controlar el flujo de la sangre a través del tejido; tales substancias
son histamina y la heparina, que se acumulan en una gran variedad de vesiculas
que se encuentran en el citoplasma de la célula.

Macréfago
Dentro de sus principales funciones estan principalmente de tipo fagociticas por
esto pueden observarse en su citoplasma vesiculas lisosémicas con material

fagocitado conocidos como fagosomas. Abundan en los te;ndos inflamados y
derivan de los monocitos sanguineos dentro de los tejidos. !

Los neutrofilos y linfocitos, participan principaimente en la respuesta inflamatoria.

Fibras:

Las fibras en el tejido conectivo de la encia se dividen en: fibras colagenas,
elasticas,de reticulina y fibras oxitalanicas.

Fibras colagenas:

Son las que mas predominan, son producidas principalmente por el fibroblasto, y
también por los cementoblastos y osteoblastos ya que poseen esta capacidad.
Algunas de ellas se distribuyen al azar y otras se organizan en fasciculos con una
orientacion definida distinguiéndose: ?

Fibras circulares: Siguen un curso dentro de la encia libre y rodean al diente.

Fibras dentogingivales: Estan incluidas en el cemento de la porcion supra-
alveolar de la raiz y siguen un trayecto en abanico hacia la encia libre.

Fibras dentoperidésticas: Siguen un trayecto en abanico igual que las anteriores
pero van hacia el cemento de la porcion infra-alveolar de la raiz.

Fibras transeptales: Se extienden del cemento supra-alveolar de dientes vecinos.
Fibras elasticas: Se encuentran asociadas con los vasos sanguineos.

Fibras de reticulita: Se caracterizan por tefirse con la tincidon argirofilica y se
encuentran principalmente adyacentes a la membrana basal, y en el tejido

conjuntivo laxo que rodea a los vasos sanguineos.

Fibras oxitalanicas: Estan presentes en la encia y en el ligamento periodontal,

sin embargo su funcion es desconocida.
12



Matriz:

La matriz del tejido conectivo es el medio donde estan incluidas las células del
tejido conectivo, y donde se difunden los nutrientes para que estas sobrevivan. Su
componente principal son macromoléculas de polisacaridos y proteinas, se dividen
en: proteoglicanos y  glucoproteinas. Los proteoglicanos  contienen
glucosaminoglicanos como polisacaridos que estan unidos a su porcion proteica,
excepto uno de los glucosaminoglucanos Illamado acido hialurdnico. El
componente proteico predominante son las glucoproteinas como la fibronectina y
osteonectina y algunos proteoglicanos.

Vasos sanguineos.

La vascularizacion del tejido periodontal proviene de las ramas de las arterias
alveolares superior e inferior.

Nervios.

La inervacion de la encia procede de las ramas maxilar y mandibular del nervio
trigémino.

CEMENTO RADICULAR

Es un tejido mineralizado especializado que cubre las superficies radiculares de
los dientes sin embargo no posee vasos sanguineos, linfaticos e inervacion, no

experimenta reabsorcion, pero se caracteriza por estar depositandose
continuamente durante toda la vida.

Consta de fibras colagenas incluidas en una matriz organica, su contenido mineral
principalmente de hidroxiapatita.

Su contenido mineral, lo constituye principalmente la hidroxiapatita en un
porcentaje del 95% . Sus funciones principales son ia reparacion de la superficie
radicular y la de la insercién del ligamento periodontal.

Su funciones principales son, permite que se insertan en él las fibras periodontales
dirigidas a la raiz y contribuye al proceso de reparacion consecutivo a un dafio en
la superficie radicular, %%

Se reconocen dos tipos de cemento radicular:
Cemento primario o Acelular

Se forma a medida que se va formando la raiz; cubre siempre la parte cervical del
diente y en la porcidn apical la raiz esta cubierta por cemento celular.
13



Se forma conjuntamente con la raiz y la erupcion dentaria y cubre los dos tercios
coronarios de la raiz y no contiene células.

En la parte que corresponde al cemento acelular se pueden observar la insercion
de fibras del ligamento periodontal que se msertan tanto en el cemento como en el
hueso y se conocen como fibras de Sharpey. '

Cemento secundario o celular.-

Se forma después de la erupcion dentaria, en repuesta a las exigencias
funcionales, sin embargo sobre la superficie radicular pueden alternar areas de
cemento acelular y celular, es mas irregular y contiene células llamadas

cementocitos.

Ambos tipos de cemento estan constituidos por una matriz interfibrilar calcificada y
fibritlas colagenas. La insercion de las fibras principales del ligamento periodontal
en el cemento, se hace por medio de la incorporacién en el cemento de los
extremos de fibras principales a esta porcidon de la fibra se llama fibra de

Sharpey."

Ambos cementos son producidos por el cementoblasto que al quedar contenidos
dentro del cemento reciben el nombre de cementocitos.

LIGAMENTO PERIODONTAL

Es el tejido conectivo blando, que estad muy vascuiarizado y celular que rodea los
dientes une al diente y hueso, une al cemento radicular con la lamina dura del
hueso alveolar propio. En sentido coronario, se continta con la lamina propia de la
encia y se encuentra separado de ésta por los haces de fibras de colagenas que
conectan la cresta del hueso alveolar con la raiz.

Interviene en posibilitar la distribucién y absorcion de las fuerzas generadas
durante la funcidon masticatoria y en otros contactos dentarios, hacia la apdfisis
alveolar por la via del hueso alveolar propio. También es esencial para la
movilidad de los dientes.

Sus funciones mas importantes son:

Este tejido esta formado en su mayor parte por fibras colagenas llamadas fibras
periodontales, que se disponen en los siguientes grupos:

a) Fisicas: dan soporte al diente y permiten movimientos de éste dentro de los
alveolos y amortiguan la presion ejercida al hueso durante ia masticacion.

b) Formativa y de remodelacion: de hueso y cemento, que ocurren en el
movimiento dental fisiolégico, en el acomodo del periodonto ante las fuerzas
oclusales y en la reparacion de las lesiones.

c) Nutritiva y sensorial: proveen nutricion e inervacion al cemento y hueso.? ]4




Las fibras que conforman el ligamento periodontal se clasifican en (fig 6):

-Fibras de la cresta alveolar

Se extienden en sentido oblicuo desde el cemento por debajo del epitelio de union
hasta la cresta alveolar. Evitan la extrusiéon del diente y se oponen a los
movimientos laterales.'

-Fibras oblicuas:

QOcupan la mayor parte del ligamento periodontal, se extienden desde el cemento
en dire%cic'm corona!l oblicuamente al hueso. Su funcién es detener la intrusion del
diente.

-Fibras apicales:

Divergen a partir del cemento hacia el hueso en el fondo del aiveolo. Ocupan las
zonas apicales en forma radial. No existen en raices incompletamente formadas.

-Fibras horizontales:
Estas fibras corren de manera perpendicular desde el diente hasta el hueso.

El ligamento periodontal esta compuesto principalmente de fibras colagenas
dispuestas en haces. 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 6sea.
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Fig 6. Esquemé del ligamento periodontal, como se ubica entre el hueso alveclar propic ABP y el
cemento radicular RC ,Fibras de la cresta alveolar ACF, Fibras Horizontales HF, Fibras Oblicuas
OF, Fibras - Apicales APF. Periodontologia Clinica e Implantologia Odontologica. Jan

Lindhe, Thorkild Karring, Nik|alj5 P.L.ang. 15



HUESO ALVEOLAR

Es la parte de los maxilares superior e inferior que forma y sostiene los alvéolos
dentarios y que se contintia con el resto de la estructura 6sea.

Su funcién principal es la de distribuir y reabsorber las fuerzas generadas, por
ejemplo, por la masticacidon y por otros contactos dentarios.

El hueso alveolar esta constituido por una matriz colagena calcificada, con
osteocitos encerrados en espacios denominados lagunas. Los osteocitos tienen
prolongaciones que se anastomosan, traen oxigeno y sustancias nutritivas a las
células. Las dos terceras partes de la estructura 6sea estan formadas por
minerales (calcio, fosfato, carbonatos, entre otros) en forma de cristales
ultramicroscopicos de hidroxiapatita. ?

Se pueden distinguir dos tipos de hueso:

1.- La porcion de hueso alveolar que cubre el alveolo conocida como hueso
cortical o a veces llamado lamina dura.

2.- La porcién de la apdfisis alveolar denominada por su aspecto de red como
hueso esponjoso.

La matriz o6sea, llamada osteoide, es depositada por osteoblastos, que
gradualmente quedan encerrados en la matriz que se va calcificando y pasan a
ser osteocitos. La reabsorcion del hueso esta a cargo de las células llamadas
osteoclastos las cuales son grandes, multinucleadas y aparecen en erosiones de
la superficie ¢sea llamadas lagunas de Howship. 2%

El hueso en general es un tejido en permanente remodelacion, siempre con areas
de formacién y de destruccion. El equilibrio entre formacion y reabsorcion
mantiene la forma y estructura del tejido dseo.

La forma del tabique ésec interdental depende de la distancia entre los dos
dientes adyacentes, de la convexidad de sus caras proximales y de la altura
relativa de sus limites amelocementarios. '?



4.2.-PLACA DENTOBACTERIANA Y ENFERMEDAD PERIODONTAL.

La placa dentobacteriana se clasifica de acuerdo a su localizacion en
supragingival y subgingival. Es el acumulo de depdsitos bacterianos en la cavidad
bucal.

PLACA SUPRAGINGIVAL.

Se detecta a simple vista cuando alcanza cierto grosor, esto sucede en uno o dos
dias en aquellos sitios donde no se remueve de manera intencional, por fuerzas
de masticacidn u otras funciones vitales. Es amarilla o blanquecina y tiene mayor
grosor a lo largo del tercio gingival del diente y areas interproximales. 2

La formacién inicia con la aposicion al esmalte de la pelicula adquirida, y esta es
una cubierta heterogénea que se establece por la adsorcion selectiva de proteinas
y glucoproteinas salivales a la hidroxiapatita (Fase 1). A los pocos minutos de
haberse establecido la pelicula adquirida se inicia la colonizacion bacteriana, el
primer colonizador es Streptococcus sanguis, después Actinomyces viscosus,
estos son asociados con glucoproteinas de la pelicula.

La mayor parte de las bacterias provienen de la microflora salival que bafa el
diente y otras son transportadas por células descamadas que las llevan adheridas
(Fase 2). Seguido de esto se inician la agregacion bacteriana y se incorporan
nuevas bacterias, continua la multiplicacién de las ya existentes (Fase 3), en esta
etapa la placa es fina, facilmente desprendible, el metabolismo bacteriano es
principalmente aerobio y esta formada principalmente por cocos.

La colonizacion continiia hasta llegar a la placa madura (Fase 4) en donde se han
agregado bacterias anaerobias y anaerobias facultativas por el metabolismo
bacteriano y la produccion de H;O., las especies predominantes son los cocos
gram-positivos anaerobios facultativos S.sanguis y S.mitis y algunas especies de
Actinomyces. Las superficies receptoras de los cocos y bacilos gram-positivos
permiten la posterior adherencia de organismos gram- negativos. La acumulacion
de la placa a lo largo del margen gingival origina una reacciéon inflamatoria de los
tejidos gingivales. %% La 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 productos de desecho
se acumulan y hay una reduccion gradual en la cantidad de microorganismos
vivos, de tal forma que los estudios microscopicos revelan la presencia de
espacios vacios por autolisis de algunas bacterias. (Fig 7)



PLACA SUBGINGIVAL.

Es aquella agregacién bacteriana delgada que se encuentra por completo dentro
del surco gingival o bolsa periodontal por lo que resuita dificil su estudio in situ. En
las porciones mas proximas al esmalte va a estar influenciada directamente por la
placa supragingival, por lo que su composicidon 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 la placa flotante comprenden:
bacilos gram negativos anaerobios facultativos como: Actinobacillus
actinomycetemcormitans, especies de Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Leptotrichia buccalis y Selemonas. La placa adherida al epitelio esta provista por
bacterias que tienen la capacidad de adhesién por medio de fimbrias, como A.
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivgles, Prevotella melaninogenica,

Capnocytophaga, Selemonas y Fusobactierum. *
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Fig 7. Etapas de 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 Adhesién
bacteriana, 'Fase ‘3: Desarrolllo de la matriz extracelular y multiplicacién bacteriana. Fase 4:
Adsorcion secuencial de mas bacterias para formar biopelicula mas compleja y madura.
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karting.



ENFERMEDAD PERIODONTAL

Es un padecimiento que afecta las estructuras de sostén de los dientes y da como
resultado la pérdida dental. Las reacciones inflamatorias e inmunitarias en
respuesta a la presencia de la placa microbiana son caracteristicas de la gingivitis
y la periodontitis. Estas reacciones son visibles microscépicamente y clinicamente
en el periodonto afectado y representa la respuesta del huésped a la microflora de
la placa y a sus productos, actian en los tejidos gingivales para protegerios contra
el ataque microbiano y evitan que los microorganismos se extiendan o invadan los
tejidos, esto es una respuesta no sélo a una especie microbiana, si no a una gran
cantidad de microorganismos y sus productos, que actuan durante un periodo
relativamente prolongado.

Pero a veces esta reaccién puede ser perjudicial, cuando las reacciones
inflamatorias e inmunitarias se extienden mas alla del fondo de la bolsa pueden
afectar al hueso alveolar al destruirlo, se han identificado mas de 400 diferentes
microorganismos en las bolsas periodontales, cada uno con distinto potencial
inductor de enfermedades.?

La destruccion periodontal puede ser el resultado de las combinaciones de
factores bacterianos que varian con el tiempo, también puede deberse tanto a las
enzimas virulentas producidas por las bacterias que inducen la inflamacion, como
una reaccion inmunitaria a los productos de desecho o al componente
lipopolisacarido de la membrana externa de las bacterias gram-negativas.

En algunos sitios, la lesion inflamatoria puede estar limitada a la encia (gingivitis)
durante largos petiodos sin un progreso visible de la enfermedad hacia los tejidos
mas profundos, en otros sitios puede estar produciéndose destruccion periodontal
activa y puede ser una consecuencia de una variedad de factores. 2

Los conceptos actuales sobre etiologia de la enfermedad periodontal derivan de
los resultados de estudios epidemiolégicos, pruebas clinicas etc.

Los hallazgos de estudios epidemiologicos revelaron de forma constante que la
experiencia y extension de la enfermedad periodontal aumenta con la edad, y con
la higiene bucal inadecuada.

Los datos de las investigaciones implican con fuerza que la mayoria de los tipos
de enfermedad periodontal son trastormnos asociados a la placa que se inician
como una manifiesta inflamacién de la encia.

La interaccidon huésped-microorganismo puede producir gingivitis y periodontitis,
en la gingivitis se produce una respuesta inflamatoria ante la acumulacion de
placa, estas lesiones van acompafadas por una pérdida de colageno, esta
inflamacion puede persistir por afios sin pérdida apreciable de insercion

periodontal.
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Dentro de los 10-20 dias de acumulacién de placa se establecen signos de
gingivitis en la mayoria de las personas, este padecimiento se presenta como un
enrojecimiento de las encias, tumefaccion y tendencia incrementada del tejido
blando a sangrar ante un ligero sondeo, en esta etapa los signos clinicos son
reversibles después de la eliminacién de la placa.

Las alteraciones clinicas pueden parecer sutiles en las primeras etapas de la
gingivitis, pero existen grandes alteraciones a nivel histolégico, se producen
cambios en la red vascular, los lechos capilares son invadidos por liquido exudado
y proteinas se produce una penetracion de células inflamatorias. Al aumentar la
infiltracion celular, se modifica la composicion estructural y celular de los tejidos. 2

La encia clinicamente sana tiene una capacidad de respuesta contra los
microorganismos y otras funciones como son la produccion de anticuerpos contra
los microorganismos, produccion de elementos del complemento y mantenimiento
de una barrera epitelial. Estos elementos pueden actuar en conjunto para reducir
la carga bacteriana y asi prevenir una respuesta excesiva de los sistemas de
defensa de los tejidos que podria conducir a la formacién de una lesion. La
relacién huésped-microorganismo que constituye una encia libre de infiltrado
inflamatorio es modificada en la gingivitis y periodontitis.

Etapas de la Enfermedad Periodontal :
Lesidn inicial

Se produce rapidamente inflamacion en cuanto se deposita placa en el diente. A
las 24 horas son evidentes los cambios acentuados en el plexo microvascular por
debajo del epitelio de wunion en cuanto ilega mas sangre al area.
Histopatologicamente es evidente la dilatacion de las arteriolas, capilares y
vénulas.

Como resultado la presion hidrostatica la microcirculacion crece y se forman
brechas intercelulares entre células endotcliales capilares adyacentes. El
resultado es un incremento de la permeatilidad de! lecho microvascular, de modo
que se exudan liquidos y proteinas hacia los tejidos. 2

Al agrandarse la lesion y aumentar el flujo de liquido crevicular gingival, las
sustancias nocivas de los microorganismos se diluyen tanto en el tejido como en la
hendidura. Las bacterias y sus productos entonces pueden ser eliminados por la
hendidura. Las proteinas plasmaticas que escapan de {a microcirculacion son
proteinas de defensa, como anticuempos, complementos e inhibidores de proteasa
y otras macromoléculas con funciones multiples. Se ha caracterizado la naturaleza
quimica y la concentracion de las diversas proteinas plasmaticas, proteasas
titulares, inhibidores, de degradaciéon y enzimas leucocitarias en la hendidura

gingival.
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Los componentes del liquido crevicular gingival son considerados marcadores del
proceso inflamatorio y se estan utilizando como marcadores diagnoésticos de la

enfermedad periodontal.
Lesion temprana.

La lesion gingival temprana o precoz, se produce aproximadamente siete dias
después de acumulacion de placa. Histolégicamente, los vasos por debajo del
epitelio de union permanecen dilatados, pero su cantidad aumenta debido a la
apertura de los lechos capilares previamente inactivos. El curso, tamafo y
cantidad de las unidades microvasculares se reflejan en el aspecto clinico del
margen gingival durante esta fase.

Los linfocitos y neutrofilos constituyen la infiltracion leucocitaria predominante en
esta etapa y se observan muy pocos plasmocitos en ia lesion.

Dentro de la lesion los fibroblastos degeneran; probablemente se produce esto por
apoptosis y sirve para eliminar a los fibroblastos del area, lo cual permite una
mayor infiltracion leucocitaria.'?

De modo similar, se produce destruccion de colageno en el area infiltrada que es
necesaria para que los tejidos puedan ser separados para dejar lugar a las células
infiltrantes; se puede considerar un proceso de creacidon de espacios.

Las alteraciones inflamatorias son apreciadas clinicamente en esta etapa vy,
aproximandose al término de la segunda semana de acumulaciéon de placa, se
pueden hallar depésitos subgingivales.

No ha sido determinada la duracién de la lesion precoz en los seres humanos. La
lesion temprana puede persistir mucho mas tiempo que cuanto se suponia antes
la variacion de susceptibilidad entre distintos sujetos.

Lesion establecida.

Se produce un refuerzo ulterior del estado inflamatorio mientras continta la
exposicion a la placa. Existe un incremento del exudado liquido y migracion de
leucocitos hacia los tejidos y la hendidura gingival. Clinicamente se presenta una
tumefaccién edematosa mayor que la gingivitis temprana y puede ser considerada
una gingivitis establecida. La lesion establecida, como l|a definieron Page y
Schroeder,?

En la lesiéon establecida clasica se ven grandes cantidades de plasmocitos
maduros situados primariamente en los tejidos conectivos coronarios, asi como en
torno a los vasos. La pérdida de colageno continia en ambas direcciones, lateral y
apical, al expandirse el infiltrado celular inflamatorio.
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El resultado es que los espacios que han sido privados de colageno se extienden
mas profundamente hacia dentro de los tejidos, y quedan disponibles para la
infiltracion leucocitaria.

Durante este periodo, el epitelio dentogingival continua proliferando y el reticulo
epitelial se extiende mas profundamente en el tejido conectivo en un intento por
mantener la integridad epitelial y una barrera a la penetracién microbiana.

El epitelio de la bolsa no esta adherido a la superficie dentaria y tiene una fuerte
infiltracion leucocitaria, con predominio de neutrofilos que eventualmente migran a
través del epitelio hacia la hendidura gingival o bolsa. '

En comparacion con el epitelio de union original, el epitelio de la bolsa es mas
permeable al paso de las sustancias hacia adentro y hacia fuera de los tejidos
conectivos subyacentes y puede estar ulcerado en algunos puntos.

Parecen existir dos tipos de lesion establecida, uno se mantiene estable y no
progresa por meses o afios, mientras el segundo se hace mdas activo y se
convierte en lesiones periodontales destructivas.

Lesion avanzada.
Es la etapa final en este proceso, la lesion gingival avanzada.

Al profundizar la bolsa, probablemente debido al epitelio que se extiende
apicalmente en respuesta a la imritacion de la placa y a episodios ulteriores
destructivos de corta duracién y microscopicos, la placa continta su crecimiento
en profundidad y florece en su nicho ecolégico anaerobio.

El infiltrado de células inflamatorias se extiende lateralmente y mas apica!mente
en los tejidos conectivos. La lesion avanzada tiene todas las caracteristicas de la
lesion establecida, pero difiere en forma importante en cuanto existe pérdida de
hueso alveolar, el dafo a las fibras es amplio, el epitelio de unidn migra
apicalemente desde el limite cementoadamantino y hay amplias manifestaciones
de lesion tisular inflamatoria € inmunopatologica. La lesion ya no esta localizada y
el infiltrado celular inflamatorio se extiende lateralimente y apicalmente en el tejido
conectivo. £n general se acepta que los plasmocitos constituyen el tipo celular
predominante en la lesidon avanzada. Hay similtudes mayores entre la lesion
establecida de una gingivitis crénica y la lesion avanzada de periodontitis crénica.?
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4.3.- CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

La clasificacion actual de la enfermedad periodontal fue realizada en fechas
recientes por un comité de expertos clinicos e investigadores cientificos
convocados por la Academia Americana de Periodontologia

Actualmente la clasificacion es de acuerdo a su etiologia y la capacidad de
respuesta del huésped:

1.- Enfermedades Gingivales.
A.- Enfermedad por placa dental.

Gingivitis asociada unicamente a placa
a)Sin otros factores locales
b)Con otros factores locales

2.-Enfermedades Gingivales modificadas por factores sistémicos.
A) Asociadas al sistema endocrino
1. En la pubertad
2.-En el ciclo menstrual
3.-En el embarazo
a).-Gingivitis
b.)-Granuloma piogéno
4-.Gingivitis en la diabetes mellitus

B) Asociadas a discrasias sanguinea
a).-Gingivitis en la leucemia
b).-Otras

3.- Enfermedades Gingivales influenciadas por medicacion
A).-Influencia por drogas}
1.-Agrandamientos gingivales inducidos por drogas
2.-Gingivitis influenciada por drogas
B).-Influenciada por anticonceptivos
C).-Otros.

4.- Enfermedades Gingivales modificadas por malnutricion
a) Gingivitis por deficiencia de acido ascorbico
b) Otros.

B.- Enfermedades gingivales no asociadas a la placa

6.- Lesiones originadas por bacterias especifica
a. Neisseria gonorrea
b. Treponema pallidum
c. streptococcal.
d. Otras variedades. 23



7.-Enfermedad gingival de origen viral
a.-Infecciones por herpes
1.-gingivoestomatitis primaria
2.-herpes oral recurriente
3.-varicela-zoster
b.-Otras

8.-Enfermedad gingival de origen fungica.
a.- Infecciones por Candida sp.
1.-Candidiosis gingival generalizada
a)Eritema gingival lineal
b)Histoplamosis
c)Otras

9.-Lesiones gingivales de origen genético

a. Fibromatosis gingival hereditaria
b. Otras

10.-Manifestaciones gingivales de ciertas condiciones sistémicas
a. Desordenes mucocutaneos
1) Liquen plano
2) Penfigoide
3) Pénfigo vuigar
4) Eritermma multiforme
5) Lupus eritematoso
6) Inducido por drogas
7) Otros

b. Reacciones alérgicas
1) Materiales dentales
Mercurio
Niquel
Acrilico
Otros

11.-Reacciones atribuibles a :
Dentrificos
Enjuages bucales
Aditivos del chicle
Alimentos y aditivos
Oftros

12.-l.esiones traumaticas
13.-Reacciones a cuerpo extraiio

14.-No especificas



Clasificacion de la Periodontitis.

1.- Crénica
A. Localizada
B. Generalizada

2.- Periodontitis agresiva
A. Localizada
B. Generalizada

3.- Periodontitis con manifestaciones de enfermedades
sistémicas.

A. Asociada con desordenes hematolégicos
1. Neutropenia adquirida
2. Leucemias
3. Otras.

B. Asociada con desdrdenes genéticos

C. No especificadas (NES)

4.- Enfermedades periodontales necrotisantes.
A. Gingivitis ulcerativa necrosantes (GUN)
B. Periodontitis ulcerativa necrosante (PUN)
5.- Abscesos en el periodonto.
A. Absceso gingival
B. Absceso periodontal
C. Absceso periocoronal
6.- Periodontitis asociadas con lesiones endodénticas
7.- Deformidades y condiciones del desarrollo y adquiridas

A. Factores localizados al diente que modifican o predisponen la acumulacion de
placa e inducen enfermedad gingival y periodontitis.

B. Deformidades mucogingivales y condiciones alrededor del diente.
C. Deformidades mucogingivales y condiciones de procesos edéntulos.

D. Trauma oclusal.



4.4. BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS

Las enfermedades periodontales son causadas por bacterias presentes en la
placa dental bacteriana, a esto se debe que es una enfermedad infecciosa. La
enfermedad periodontal esta asociada con una microflora compleja en la cual mas
de 350 especies pueden ser encontradas.

Una variedad de microorganismos predominantemente gram-negativos,
facultativos o anaerobios y maoviles participan en la etiologia de la enfermedad.
Entre las especies asociadas a la enfermedad periodontal se encuentran
Porphyromonas, gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus,
Actinobacillus actinomycetemcomitans y Treponema denticola.

Ya que su estructura bacteriana, sus componentes extracelulares y sus
metabolitos pueden provocar diversos efectos sobre los tejidos del huésped. 24
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4.5.- LIPOPOLISACARIDOS

Se les denominada también endotoxinas bacterianas. Los lipopolisacaridos (LPS)
son compuestos bioldgicamente activos, son los principales componentes de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas, dentro de sus principales
funciones se cuentan: participar en el mantenimiento e integridad de estos
microorganismos. Diversos estudios han demostrado que especificamente el lipido
A de su estructura el responsable de su actividad bioldgica. Estas moléculas son
los agentes causales del shock séptico. De acuerdo a su naturaleza quimica el
(LPS) es una molécula anfifilica que consta de tres regiones :

1) Region Hidrofdbica (llamado lipido A)
2) Polisacarido Central que contiene heptosa
3) Polisacarido O-especifico (actia como antigeno serolégicamente activo)
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Fig 8. Esquema de la estructura general de una molécula de Lipopolisacarido. Guha Mausumee,
Mackman Nigel. LPS induction of gene expression in human monocytes.

La estructura minima de LPS que se requiere para el crecimiento de Escherichia
coli y otras bacterias gram-negativas llamadas Re, consiste en el lipido A y dos
unidades de la octosa 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO).

La estructura intermna del LPS se encuentra formada por KDO y heptosa. Las
cepas bacterianas que poseen los Re LPS minimos son hipersensibles
detergentes y antibidticos hidrofobitos. 101213



Su especificidad seroldgica se encuentra en el polisacarido O-especifico, mientras
que en el centro bioactivo, corresponde al lipido A, que en un extremo tiene acidos
grasos y en el otro cuenta con grupos fosfato, esto lo hace ser anfifilico, cuando
los LPS estan aislados, forman micelas biologicamente activas.

Biosintesis del Lipido A

La mayoria de las actividades biolégicas de los LPS se atribuyen a la region del
lipido A, esta estructura es la responsable de unir al LPS con la membrana
celular. La estructura basica del lipido A es similar entre bacterias gram-
negativas, incluyendo enterobacterias, neisserias, pseudomonas. que tienen
propiedades endotoxicas.

Recientemente se han descubierto varias enzimas en E. coli, capaces de convedir
a los precursores UDP-GicNAc, R-3-hidroximiristoil-ACP, ATP, CMP-KDO, lauroil-

ACP y miristoil-ACP a Re LPS. 2

El primer paso en la acilacién de fa UDP-GlcNAc con R-3-hidroximiristato. que es
catalizado por la proteina codificada en el gen ipxA ,la UDP-GIcNAc se situa en el
punto de bifurcacion en el camino metabdlico, ya que también se utiliza para la
biosintesis de peptidoglicano. El R-3-hidroximiristoil-ACP se localiza en otro punto
de bifurcacién, puede ser elongado a palmitoil-ACP e incorporado a los
glicerofosfolipidos.

El precursor inmediato para la unidad no reductora de lipido A es UDP-2-3-
diacilglucosamina, pero una parte esta unida a una pirofosfatasa especifica para
generar una molécula demasiado inestable llamada lipido X, que es el productor
directo del extremo reductor del lipido A. El producto del gen IpxB cataliza la
formacion de disacarido, y después, una cinasa especifica incorporada al 4'-
monofosfato, generando al lipido IVA, un intermediario que posee algo de
bioactividad, por lo que tiene utilidad en la deteccién de proteinas receptoras de
endotoxina en células animales.

Antes de que se complete el lipido A, la enzima codificada por el gen kdtA
incorpora dos residuos de K do diferentes esterioquimicamente. Por tltimo, se
incorpora un residuo de laureato y uno de miristato al extremo no reductor del

”pidOA 12,14,36,18
La menor variacién en la estructura del lipido A modifica sus sefales biologicas.
La remocion de todos los acidos grasos resulta en la pérdida completa de

actividad bioldgica. Ademas, la ausencia de uno solo de los grupos fosfatos, ya
sea en C1 y C4, resulta en una perdida significativa de toxicidad.
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Biosintesis del O-Polisacarido

Determina la especificidad antigénica de las bacterias y su LPS. Entre las
especies y aun entre cepas varian los constituyentes del polisacarido O-
especifico, pero los miembros de un serotipo tienen al menos uno de los
determinantes O-antigénicos en comun con miembros de un serogrupo distinto.

£l estudio bioquimico del O-polisacarido ha revelado la existencia de una
secuencia de 10 a 100 o mas unidades oligosacaridas repetitivas compuestas por
3 a 4 monosacaridos, Pueden darse cadenas cortas cuando las condiciones del
medio son estresantes, como son temperaturas muy altas, bajo pH, bajos niveles
de fosfato o magnesio o altos niveles de sales.

Los monosacaridos que han sido aislados de distintas bacterias son: pentosas, a-
aminopentosa, hexosas, 2-aminohexosas, 3,6-desoxihexosas, 6- desoxiazucares,
entre otros. Las bacterias entéricas que producen 0-antigenos con un grupo amino
altamente hidrofébico, como dideoxi-azucares, tienden a ser mas patogenos. '

Biosintesis del polisacarido central

Este polisacarido une al lipido A con el O-polisacarido, y es menos variable que el
O-polisacaridos entre géneros y especies. Esta compuesto por 5 azicares: amino
azucar (N-acetilglucosamina), glucosa, galactosa, L- glicero-O-manoheptosa. y
octosa 2-ceto-3-desoxioctonato (K do).

El polisacarido central se separa en dos areas una externa y una interna. La
interna (K do) contiene heptosa, fosfato y acido 2-ceto-3-desoxioctulosénico, el
cual, se une covalentemente al lipido A por uniones cetosidicas acido-débites.

RECEPTORES

Una gran incognita que existia era como los LPS hacian contacto con sus células
blanco. Se pensaba que era por su actividad anfipatica, y se propuso que la
interaccion era por medio de su via hidrofébica de! lipido A con los lipidos de las
membranas de las células blanco, por lo tanto no existia una especificidad. Pero
con estudios que se realizaron posteriormente se ha observado que hay activacion
selectiva por LPS de linfocitos B, la existencia de mutantes y la identificacion de
antagonistas a la bioactividad de la endotoxina , la presencia de lineas de ratones
que presentaban respuestas inmunologicas y fisiolégicas disminuidas a LPS, o
que nos hace pensar que existe algun tipo de receptor especifico o receptores en
la membrana de las células blanco donde empieza la interaccion especifica del

lipido A.



PROTEINA DE UNION A LPS (LBP)

Es una glucoproteina sérica de 60-kDa, presente en condiciones normales en
concentracion menor a 0.5 pg/ml, y se eleva hasta 50 pg/ml después de una
respuesta de fase aguda. Los hepatocitos son los encargados de sintetizar LBP en
forma de polipetido sencillo de 50 kDa y se libera al plasma en forma glucosilada
de 60 kDa. Se piensa que la sintesis de LBP por los hepatocitos es controlada por
LPS, IL-, TNF, IL-6 y glucocorticoides y que el pretratamiento con ILPS predispone
a los hepatocitos a responder mediante |a sintesis de TNF e IL-1 y LBP

LBP se une al LPS mediante el lipido A, al formarse el complejo LPS-LBP se
descubrié que se involucra todavia un receptor para este complejo. Por lo tanto, se
ha dicho que las funciones de LBP son opsonizacién y aumento de la sensibilidad
para que los leucocitos reconozcan al LPS y asi los monocitos, macréfagos y
neutrofilos puedan unirse con afinidad a la estructura dada que esta cubierta por

LBP.
CD14

La identificacion del receptor CD14 que funciona como tal para el complejo LPS-
LBP, es una glucoproteina de 55 kDa. Se puede localizar como una proteina
sérica soluble y también puede estar anclada a la membrana de células mieloides
a través del glucosilfosfatidilinositol (GPI), participa en la activacion de células
mieloides, mientras que sCD14 participa en la activacion de células no mieloides
fibroblastos por ejemplo las células endoteliales.

RECEPTORES (TLR) Toll-like

Receptores homédlogos humanos de la drosofila existen y son designados como
receptores toll-like ,participan en la respuesta inmune, La familia de los TLR se
caracteriza por preservar por conservar su dominio homologo Toll el cual es
esencial para inducir la sefnal de transduccién. TLR2 y TLR 4 son activados en
respuesta a la estimulacion del lipopolisacarido, el cual resulta en la activacion y
trasnslocacion de NF-kb, esto sugiere que estos receptores pueden estar
involucrados en la respuesta inflamatoria.

TLR4

Recientemente se han descubierto otra familia de receptores llamados receptores
Toll (toll like receptors) los cuales son cinco y se ha visto que sirven como medio
de sefializacion para los LPS. Toll es un tipo de proteina transmembranal que
cuenta con un sitio extracelular que es rico en leucina y un sitio citoplasmatico con
una secuencia homologa al receptor humano de interleucina 1 (IL-1).



Efecto de los lipopolisacdridos sobre las células del periodonto.

Los tejidos gingivales sanos presentan un bajo nivel de expresion de mediadores
de la inflamacion. La funcion de ta molécula E-selectina, que se encuentra en la
superficie del endotelio, facilita la salida de leucocitos del flujo sanguineo a los
tejidos circundantes con el fin de atacar a las bacterias presentes en el sitio de la
infeccién.

La expresion de iL- 8 guia a los leucocitos al sitio de la colonizacion bacterial.
Cuando las bacterias, proteinas y LPS son reconocidos por el huésped en
particular mediante la asociacién de estas moléculas con los monocitos, la
distribucion de los leucocitos en los tejidos gingivales aumenta.

En forma similar, las células epiteliales de la encia, que constituyen el primer
punto de contacto con los LPS en el periodonto, liberan IL-1.

Las endotoxinas también actian sobre los fibroblastos gingivales que sintetizan y
liberan IL-8 y la proteina quimiotactica monocitica (MCP-1). Al igual se ha
demostrado, que en fibroblastos obtenidos de encias inflamadas, la respuesta a la
produccién de |L-8 disminuye cuando se tratan a estas células con LPS extraidos
de P. gingivalis. Los monocitos, son capaces de responder a concentraciones muy
bajas de LPS produciendo una amplia variedad de mediadores de procesos
inflamatorios que estimulan a otros tipos celulares como [os linfocitos y los
osteoclastos.

De igual forma, los neutréfilos liberan citocinas en respuesta al tratamiento con
LPS, en particular los extraidos de P. gingivalis y Capnocytophaga ochracea que
son capaces de estimular la produccion de IL-1, IL-8 y TNF-a en estas células.

Los LPS, en los macrofagos, promueven la sintesis de IL-1/3, que a su vez
estimula a las células no mieloides (endoteliales, epiteliales y fibroblastos) a
secretar prostaglandinas y metaloproteinasas, mismas que se encuentran en altas
concentraciones en los tejidos periodontales y en particular en el fluido crevicular,
con lo que se inicia la destruccion de tejidos de soporte, como el ligamento
periodontal y del hueso alveolar.

De los mediadores de los procesos inflamatorios, el mas ampliamente
caracterizado es IL-1, entre cuyos efectos se encuentra la induccion de la
proliferacion de ceélulas T, degranulacion de neutrofilos, liberaciéon de citocinas y
prostaglandina E2 (PGE2), asi como de los fibroblastos gingivales y de los
monocitos. 11318

31



4.6.-TRANSDUCCION DE SENALES

Las células de todos los organismos vivos estan provistos de mecanismos de
sefialamiento que les permiten percibir estimulos ambientales y responder
adecuadamente a ellos, el buen funcionamiento de estos asegura que el
organismo sobreviva a sus distintos cambios. Es gracias a esta comunicacion
entre células que el organismo mantiene una funcionalidad como entidad unitaria,
como por ejemplo : el desarrolio embrionario, fa proliferacion y diferenciacién
celular entre otras. A todas estas interacciones moleculares mediadoras de las
respuestas homeostaticas y del desarrollo de los organismos multicelulares se les
denomina transduccion de sefales. *

Pero también es importante saber como actua cada sefal activada para conocer
de que manera podemos bloguearla o modificarla.

Las membranas celulares tienen muchos transportadores, existen proteinas
transmembranales que transportan nutrientes hacia el interior de las células y
productos de desecho hacia el exterior. Las células también pueden poseer
proteinas superficiales de membrana (receptores de sefales) que presentaran
sitios de union altamente especificos para moléculas extracelulares.

Cuando un ligando externo se une a su receptor especifico, ia proteina receptora
transduce la senal transportadora por el ligando en forma de mensaje intracelular.

MAP CINASAS

Una familia de proteinas cinasas superior de las MAP cinasas ha sido identificado.
E! prototipo miembro de esta familia, ha sido designado MAP cinasa cinasa, o
MEK-1, especificamente fosforila a las MAP cinasas regulada por residuos de
treonina y tirosina, presentes en los aminoacidos (Thr-Glu-Tyr).

Refiere una cascada de proteinas que desempefna un papel importante en la
transduccion de senales. El elemento central de la via es una familia de proteinas
quinasas treonina-serina llamada MAP quinasa por sus siglas en inglés (mitogen-
activated protein kinases) y son activadas en respuesta a varios factores de
crecimiento y otras sefales moleculares. En los mamiferos regula el crecimiento
celular y la diferenciacion, motlvo por el cual se les denominod proteinas quinasas

activadas mltogenamente

ERK 1, ERK 2

L.a activacion de rutas por factores de crecimiento, hormonas, y neurotransmisores
es mediada a través de dos MAP cinasas, p44 y p42, las cuales se les denomina
Erk 1 y Erk 2 respectivamente. Ambas proteinas son reguladas por una

fosforilaciéon dual en sitios especificos de tirosina y treonina.
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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 mamiferos, 4647

ERK (Extracellular signal-regulated kinase) (quinasa regulada por sefal
extracelular) es activada en respuesta a varios factores de crecimiento y otras

senales moleculares.

Mientras que las sefiales de ERK conllevan principalmente a la proliferacion,
supervivencia y diferenciaciéon celular; las sefales de JNK y p38 provocan
inflamacion y muerte celular. ERK es una de las MAP quinasa mejor caracterizada
en las células de los mamiferos, su activacion de ERK. Su activacion es mediada
por dos proteinas quinasas intermedias, las cuales se acoplan con factores de
crecimiento, son RAS y RAF.*5

P38

Es una proteina, es el tercer miembro de la familia MAPK, también se le conoce
como SAPK2/RK o quinasa reactiva o quinasa activada por estrés de peso
molecular de 38 kDa que se encuentra presente en el citoplasma celular de
células involucradas en la respuesta inflamatoria como monocitos y macrofagos,
en células involucradas en la respuesta inmune como células T, CD4 y CD8 y
neutréfilos. Ha sido caracterizada en fibroblastos, en células del sistema nervioso
en ceélulas epiteliales, en plaquetas.

La asociacion de LPS a CD14 induce una rapida fosforilacion de proteinas de la
ruta de seflales de MAP cinasa, y en particular induce la fosforilacién de una
proteina de 38 kda, designada p38 y representa a un miembro de !a familia de las
map Cinasa.*?

AKT

Es una serinaltreonina cinasa que se fosforila en residuos de tirosina 308 y serina
473 para su activacion. También se conoce por el nombre de proteina cinasa B y
se activa en respuesta a varios estimulos por un mecanismo que involucra a la
enzima fosfoinositido 3-cinasa PI1-3K.

Las fosforilacion de estas cinasas regula una extensa variedad de procesos
celulares involucrados en la respuesta mitogénica, incluyendo la sintesis de
proteinas.*”
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4.7.-FLAVONOIDES
Definicion.-

Pertenecen a el grupo mas amplio de los fenoles naturales se encuentran tanto en
estado libre o glicosilado quimicamente, se encuentran ampliamente distribuidos
en el reino vegetal , cuentan con una diversidad estructural, proporcionan el sabor
y color de algunas frutas y plantas. Se han encontrado mas de 4000 diferentes
miembros de los flavonoides y pueden ser clasificados dentro de 5§ categorias
(flavonas flavanolas,flavanonas,flavanolonas y antoniacidinas).?%2

Son considerados importantes elementos en la dieta humana, se estima tgue el
consumo diario de flavonoides es de 1g diario en una dieta balanceada ?2. Se
pueden encontrar en frutas, vegetales y algunas bebidas tales como: vino tinto,
café, cerveza, etc.?®

Estructura

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, derivado de la
cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido shikimico, tres atomos de
carbono que unen los anilios A y B, correspondientes a la parte alquilica del
fenilpropano. Por eso se les conoce como C6-C3-C6. (Fig 8)

La estructura puede conformar un heterociclo ( y-pironas) que son los mas
abundantes, o puede formar una cadena . Las polimerizaciones son frecuentes, y
ocurren principalmente por uniones carbono-carbono (C-C). El estado de
oxidacion del anillo central determina varios grupos estructurales, y esto les
proporciona diferentes actividades biolégicas.?42%.26
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Fig 8.-Estructura general de un flavonoide. Tomada de The chemistry and biclogical effects of
flavonoids and phenolic acids. Ann, NY Acad. Sci.
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Biosintesis de Flavonoides

Los flavonoides son biosintetizados por una combinacidén de ambas vias
biosintéticas, la via del acido shikimico y la del acido malonil-CoA. El compuesto
obtenido por la via biosintética del acido shikimico, por ejemplo el dcido cinamico,
es luego utilizado como compuesto de partida para la via del malonil-CoA, en la
cual se le adicionan tres acetatos. Con la posterior ciclacion se obtiene la
estructura clasica de los flavonoides, en la cual el anillo A se formé por la via del
malonil-CoA, mientras que el anillo B se formo por la via del acido shikimico, y el
puente de tres carbonos proviene de la adicion de fosfoenolpiruvato. Con
sucesivas hidroxilaciones y reducciones se forman los diferentes estructuras de
flavonoides, con la opcidén de una glicosidacion final.

El estudio de los compuestos fendlicos (flavonoides) , ha sido del interés de
cientificos durante décadas, debido a su importancia en la fisiologia de plantas,
especialmente porque les dan el color y el sabor que tienen, asi como contribuyen
%75_3’ crecimiento y reproduccion, también les proporcionan resistencia y proteccion

Recientemente se ha incrementado el interés por aplicar los beneficios de los
flavonoides como agentes antioxidantes, en la regulacion de la actividad
enzimatica y eliminando radicales libres. *° Por este motivo se ha explorado la
posibilidad de utilizarlos como antibidticos o antiinflamatorios, en el tratamiento ae
varias enfermedades. Estos efectos se han atribuido a su influencia sobre el
metabolismo de! acido araquidonico.®

Tienen un amplio rango de actividades terapéuticas como :antioxidantes,
antialérgicas, antiangiogénicas, antihepatotoxicas, antiosteoporosis, proporcionan
proteccién vascular y propiedades antivirales. Tienen actividades el tracto
gastrointestinal como: antidlceras, antiespasmos, actian como agentes
antidiarreicos. Tienen buena actividad antiinflamatoria, antitumoral. '®

Entre otras actividades los flavonoides inhiben la via de tirosina y algunas serina-
cinasas 32?2 esto lo realizan por competencia de asociacion al sitio de hidrdlisis del

ATP. 3

Dos grupos han reportado la capacidad de algunos flavonoides como quercitina y
el resveratrol en la disminucion de la produccién del factor de necrosis tumoral
(TNF-a) , cuando las células son tratadas con lipopolisacaridos .”

Entre otras funciones inhiben el crecimiento de células tumorales, inducen la
diferenciacion celular, y evitan la metastasis, estas funciones se han demostrado
en experimentos in vitro.®” Asi como también inhiben a los lipidos y a algunas
searlisna-treonina—cinasas como la fosfatidilinositol 3-cinasa y a la proteina cinasa
C.
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4.7.1.-LUTEOLINA

Es un flavonoide que se clasifica como una una flavona que frecuentemente se
encuentra en forma glucosilada en altas concentraciones en el pimiento verde,
apio, manzanilla , y en algunas semillas.

Es uno de los mas potentes y eficaces flavonoides para inhibir el incremento del
factor de necrosis tumoral (TNF-a), Interleucina-6, y la acciones de los
lipopolisacaridos asi como la expresiéon de éxido nitrico. Tiene la capacidad de
bloquear la activacion de Nf-kB , cuando esta es inducida por lipopolisacaridos.

Un grupo de investigadores ha reportado la capacidad de {uteolina para inhibir la
toxicidad y la expresion de moléculas proinflamatorias inducidas por
lipopolisacaridos en ensayos realizados in vivo e in vitro.”™

Interviene en la disminucion de la activacion de las MAP en macréfagos tratados
con lipopolisacaridos.

Actua efectivamente inhibiendo un amplio rango de proteinas cinasas, también
tiene en efecto como agente anticancerlgeno, y antimetastasis, bloquea la
actividad de PI3K y la fosforilacion de Akt 3"
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5.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..-

El origen de la enfermedad periodontal est4 asociada a un grupo de infecciones
que provocan la inflamacién de la encia que en severos casos se acompafia de
pérdida ésea alveolar y 1a pérdida de dientes.

La placa bacteriana es un factor etioldgico determinante en el desarrollo de la
enfermedad periodontal, ya que se compone de microorganismos que favorecen
su desarrollo; por lo tanto es importante eliminar la existente y controlar su

apariciéon.

Durante el proceso de infeccion los lipopolisacaridos bacterianos actian sobre los
fibroblastos gingivales humanos en donde realizan la activacion de un gran
numero de vias de sefiales intracelulares, una de estas vias se produce por la
activacion de tirosina-cinasas y la promocion de procesos inflamatorios que de no
ser controlados conducen a la destruccion del hueso alveolar.

Es por este motivo que es importante el disefio de farmacos que permitan el
control de los eventos inflamatorios por lo tanto en esta investigacion se
estudiaran los efectos de la luteolina sobre la inhibicion en la fosforilacion de
quinasas activadas por lipopolisacaridos.

6.-JUSTIFICACION

Las enfermedades periodontales afectan en gran medida el aparato de insercion
dental, tomando en cuenta que estas enfermedades son causadas por agentes
microbianos como Aclinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, entre otros.

En esta investigacion se caracterizé si el flavonoide luteolina, tiene la capacidad
de bloquear los mecanismos de accion de los lipopolisacaridos en los fibroblastos
gingivales humanos estimulados con lipopolisacaridos, se ha demostrado en
estudios recientes realizados en macréfagos que luteolina inhibe la expresion de
molécuias proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos, asi mismo induce la
fosforilacion de ERK1 y ERK2 miembros de la familia de las MAP cinasas. De
igual modo determinar si luteolina puede inducir la fosforilacion de ERK1 y ERK2,
en los fibroblastos gingivales humanos.

El tratamiento de la enfermedad periodontal podra mejorar en la medida en que se
conozcan mas sustancias capaces de bloquear y disminuir las acciones de los

lipopolisacaridos.
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7. HIPOTESIS.-

Hipotesis verdadera :
Si los lipopolisacaridos son agentes promotores de procesos inflamatorios ademas

si los fibroblastos gingivales son tratados con luteolina que presenta actividades
antiinflamatorias, entonces se bloquearan las acciones de los lipopodlisacaridos.

Hipoétesis falsa:

Si los fibroblastos gingivales humanos se tratan con el lipopolisacarido y se
preincuban con luteolina, este flavonoide no tendra participacion para bloquear los
efectos de los lipopolisacaridos.
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8.-OBJETIVOS

8.1.-OBJETIVO GENERAL

El propésito de este proyecto consiste en saber si el flavonoide luteolina es capaz
de bloquear los efectos de los lipopolisacaridos, sobre la activacion de cinasas
mediadoras de sefiales de transduccion en fibroblastos gingivales humanos.

8.2.-OBJETIVO ESPECIFICO

Bloquear los efectos de los lipopolisacaridos en los fibroblastos gingivales
humanos.

9.-TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, Prospectivo, Experimental
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10.- MATERIAL Y METODOS

Equipo

Balanza GA200 (OHAUS )

Cajas de cuitivo celular de 6 pozos (COSTAR)
Camara de Electroforesis vertical (HOEFFER)
Camara de transferencia (HOEFFER)

Campana de flujo laminar (NUAIRE )

Centrifuga MC12 (SORVALL)

Gradilla para tubos de ensaye (NALGENE)

Gradilla para tubos eppendorf (NALGENE)
Incubadora (NUAIRE)

Matraz (FYREX)

Microscopio de objetivos invertidos CK2 (OLYMPUS)
Orbit Shaker (LABLINE)

Pipetas de 5-40pl, 20-200pl, 40-200u1, 200-1000pl (FINNPIPETTE)
Potenciometro Pinnacle 5§30 (CORNING)

Tubos de ensaye (PYREX)

Tubos Eppendorf (EPPENDORF)

Vasos de precipitado (PYREX)

Vortex Genie-2 (SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Reactivos.-

Acrilamida (SIGMA)
Antibiotico-Antimicético (GIBCO BRL)

Anticuerpo Mouse Monoclonal IgG. Phospho ERK(Santa Cruz Biotechnology)
Anticuerpo Rabbit Polyclonal IgG. Phospho ERK(Santa Cruz Biotechnology)
Glicina (BAKER)

Kit de Quimioluminicencia (Santa Cruz Biotechnology)

Luteolina (SIGMA)

Marcador de peso molecular (BIO-RAD)

Medio de cultivo DMEM (GIBCO BRL)

Membrana de Nitrocelulosa ( BIORAD)

Solucion Salina Balanceada de Hanks (GIBCO BRL)

Suero bovino fetal (GIBCO)

Temed (BAKER)

Tripsina (GIBCO)

Trisma-base (SIGMA)

Tween (SIGMA)
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CULTIVO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES.-

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron a partir de muestras de encia
de pacientes que acuden a la clinica de exodoncia de la facuitad de odontologia
de la UNAM, para realizarles extraccion de terceros molares y que al realizar la
historia clinica no reportaron tener o haber padecido enfermedades cronicas y
sistémicas.

Las células se obtuvieron de tejido gingival, durante la extraccién quirtirgica de
terceros molares. Se realizaron explantes de tejido se trataron con tripsina con los
que se genero el cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos. Las células
se aislaron y crecieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10% de suero bovino fetal, adicionado con 1% de antibiético-
antimicdtico en atmosfera humeda y en presencia de una mezcla de 95% aire y
5% de CO; a 37°C.

Para los ensayos las células se utilizaran entre los pases 3-5 en un medio Eagle
modificado por Dulbecco’s (DMEM) libre de antibidtico— antimicdtico.

ANALISIS MEDIANTE LA TECNICA WESTERN BLOT

Los fibroblastos gingivales humanos (1 X 10° cel/ml) se crecieron, en cajas de 6
pozos durante 24 hr. Posteriormente se ayunaron las células durante 4 hr. Se
trataron a diferentes dosis y tiempos con los lipopolisacaridos. Al témino de la
reaccion las células se recuperaron mediante la técnica de raspado y se
resuspendieron en buffer de fosfatos salino y 1 m M de ortovanodato de sodio.

Las muestras se centrifugaron a 4°C y se resuspendieron en buffer de lisis (0.05 m
MTris-HCL, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1% Nonidet p-40, 0.5 PMSF, 10 pg/mi
Leupeptina,10 ng/mi de inhibidor de tripsina, 0.4 m M ortovanadato de sodio, 10 m
M fluoruro de sodio) las muestras se sonicarén 1 segundo en 30 niveles de
amplitud y se realizé la cuantificacidn de proteinas a través de la técnica de Lowry.
Se tomaron 50ug de proteina y se separaron en un gel de acrilamida-SDS al 10 %.
Las muestras se transfirieron 40 mA durante 4 hrs en membranas de nitrocelulosa.
La membrana se bloque6 en buffer 100 mM Tris-150 mM NaCl pH 7.0y 5 % de
albumina de suero bovino. Las muestras se incubaron con primer anticuerpo anti-
fosfo ERK 1/2 ( 1:1000 ) a 4°C durante toda la noche. Las membranas se lavaron
en tres ocasiones con 50 mM NaCl Tween, Tris 100 mM pH 7.5, y se incuban con
el 2do anticuerpo monoclonal anti-raton (1:1000) durante una hora a temperatura
ambiente. Las membranas se desnudaron y trataron con anti-ERK totat (10:1000)
y con el segundo anticuerpo antri-rabbit (10:1000). La reaccion se revela mediante
el kit de quimioluminicencia de Santa Cruz Biotechnology.
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11.- ANALISIS DE RESUL TADOS

(Registro y Procedimiento)

Los experimentos que se llevaron a cabo, se realizaron en cinco ocasiones por
separado, se colocé un experimento representativo el analisis se realizdé con el
sistema Labs-work. Se obtuvo la media + error estandar.
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12.-RESULTALCOS

12,1 Curso Temporal de la accién de luteolina sobre la fosforilacion de ERK
inducida por lipopolisacéiridos en fibroblastos gingivales humanos.

Con la finalidad de determinar si la luteclina bloquea la accion de los
lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales humanos, se preincubaron los
fibroblastos gingivales humanos con luteolina y posteriormente se trataron con el
lipopolisacarido (1pg/ml) a diferentes tiempos. La fosforilacion se detecté mediante
ensayos Western blot. Encontramos en nuestros experimentos que el tratamiento
con LPS por 15 minutos promueve un incremento en la fosforilacion de ERK 1/2 al
preincubar con luteclina a diferentes tiempos encontramos que a los 1§ minutos
de preincubacion con luteolina se promueve una disminucidn en la fosforilacion de
ERK 1/2 y la disminucion maxima se obtiene a los 60 minutos de tratamiento.
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Figura 1. Curso temporal de la accién de luteolina sobre la fosforilacion de ERK1/2
estimulada por LPS en fibroblastos gingivates humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta la subconfluencia en cajas de 6 pozos y se
ayunaron durante 24 horas en DMEM libre de SBF y se trataron con LPS (1pg/ml) durante 15
minutos: A) Control B) LPS; C-D Se preincubaron a diferentes tiempos con luteolina C) 15min D)
30min E) 60min F) 90min. Al término del tratamiento se cuantifico la proteina se separd en un gel
de archilamida-SDS al 10% y se transfirio a una membrana de nitrocelulosa la muestras se
procesaron mediante la técnica Western-blot. B) Analisis densitométrico de la accion de luteolina
en fibroblastos gingivales humanos.
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12.2 Efecto de luteolina sobre la dosis de LPS en fibroblastos gingivales
humanos.

Con el propésito de determinar la dosis de LPS que bloquea ta dosis del
flavonoide luteolina, se realizd este experimento de tipo dosis-respuesta. Se
trataron los fibroblastos gingivales a diferentes dosis del LPS durante 15 minutos y
se preincubaron con luteolina (10 pM) durante 150 minutos. Las muestras se

analizaron mediante ensayos de Western-blot. Encontramos que el bloqueo de la
accion de los lipolpolisacaridos es evidente desde 0.1 pg/m! y hasta 100 pg/ml,

después de 15 minutos de tratamiento.

Nuestros resultados muestran que la luteolina inhibe la fosforilacion de ERK 1/2 en
el rango de 0.01 a 1 pg/ml de tratamiento con LPS.
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Figura 2. Dosis-Respuesta al efecto de {uteolina sobre la dosis de LPS en fibroblastos
gingivales humanos .Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta la subconfluencia en
cajas de 6 pozos y se ayunaron durante 24 horas en DMEM libre de SBF y se trataron a diferentes
dosis del LPS: A) Control 8) 0.01 pg/m! C) 0.1ug/ml D) 1pg/ml E) 10 pg/ml F) 100 pg/mi. Las
muestras se preincubaron con luteolina (10 pg/ml) durante 15 minutos. Al termino de esto se
cuantifico la proteina se separd en un gel de archilamida-SDS al 10% y se transfirid a una
membrana de nitrocelulosa y se procesaron mediante la técnica Western-blot. B) Analisis
densitometrico de la actividad de luteolina sobre fibroblastos gingivales.
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12.3.-Efecto de luteolina sobre la actividad de p-p38, estimulado por
lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales humanos.

Este experimento se realizo para determinar a que dosis de luteolina tiene
actividad sobre la proteina p-38, para realizar este experimento se preincubaron
las células a diferentes dosis de luteolina por 30 minutos.
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Fig3. Efecto de juteolina sobre la fosforilacion de p38 en fibroblastos gingivales humanos
estimulados con LPS.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta la subconfluencia en cajas de 6 pozos y se
ayunaron durante 24 horas en DMEM libre de SBF y se trataron con diferentes dosis durante 30
minutos: 1) Control 2) LPS (1 ug/ml) 3) 100! 4) 50 pt 5) 25 pl 6) 10 ul. Las muestras representan
la media + error estandar.
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12.4.-Efecto de Iluteolina sobre la actividad de AKT, estimulado por
lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales humanos.

Este experimento se realizo para determinar a que dosis de [uteolina tiene
actividad sobre la proteina AKT, para esto se preincubaron las células a diferentes
dosis de luteolina por 30 minutos.
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Fig4. Efecto de luteolina sobre la actividad de AKT, estimulado por lipopolisacaridos en
fibroblastos gingivales humanos.Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta la
subconfluencia en cajas de 6 pozos y se ayunaron durante 24 horas en DMEM libre de SBF y se
trataron con diferentes dosis durante 30 minutos: 1) Control 2) LPS 3) 100ut 4) 50 pl 5)25 i
6) 10 ul y se procesaron mediante la técnica Western- blot.
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13.-DISCUSION

Este estudio fue realizado en fibroblastos gingivales humanos. La enfermedad
periodontal es la mayor causa de pérdida dental en los adultos, se caracteriza
comunmente por ser una enfermedad que presenta inflamaciéon cronica causada
por bacterias gram-negativas. Recientes estudios han demostrado la disminucién
de moléculas proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos en macréfagos por
accion de los flavonoides.®*?” Seguido de esto se presentan reacciones
inmunologicas e inflamatorias con la posterior pérdida dental.*®

Los fibroblastos gingivales humanos, los cuales son el mayor constituyente del
tejido conectivo gingival, pueden interactuar directamente con los productos
bacterianos en la enfermedad periodontal incluido el LPS. Esto nos sugiere que
los fibroblastos gingivales juegan un papel importante en la respuesta del huésped
a los lipopolisacaridos en la enfermedad periodontal, asi como en la remodelacién
del tejido periodontal.

Los lipopolisacaridos se encuentran presentes en la membrana externa de las
bacterias gram-negativas. Para identificar que los flavonoides pueden actuar sobre
las acciones de los lipopolisacaridos, utilizamos la linea celular de fibroblastos
gingivales humanos, hallazgos similares han sido obtenido en estudios realizados

en macrofagos. !

Recientes estudios han demostrado que los flavonoides tienen distintas
propiedades benéficas para el organismo, asi como se ha demostrado que
luteolina es el mas potente de los flavonoides para: inhibir el incremento del factor
de necrosis tumoral (TNF-a), Interleucina-6, y la acciones de los lipopolisacaridos
asi como la expresion de éxido nitrico.'®

Con el proposito de establecer si el flavonoide, luteolina tiene la capacidad de
disminuir y bloguear la accién de los lipopolisacaridos. Se trataron los fibroblastos
gingivales humanos con el lipopolisacarido (1ug/ml) a diferentes tiempos y se
preincubd los fibroblastos con luteolina (10mM). La fosforilacion se detecto
mediante ensayos Western blot. Encentramos en nuestros experimentos que al
tratamiento con tiempos desde 15 minutos la disminucion de la actividad de los
lipopolisacaridos es evidente y disminuye a tiempos menores.(Fig1). Luteolina
disminuye la actividad de los lipopolisacaridos desde tiempos cortos de 15 minutos
y hasta 30 minutos se observa la actividad de luteolina y después empieza a
declinar la respuesta a los 60 minutos. Asi mismo se observan dos proteinas de
peso molecular aproximado p-44-42 kDa.

Feng. Observa que a el tratamiento en otros tipos celulares con el LPS se activan
vias de los miembros de las MAP cinasas.*' Para determinar a que dosis actua
luteolina, se realizé una dosis-respuesta. Se trataron los fibroblastos gingivales a
diferentes dosis durante 15 minutos. Se detecto mediante ensayos Western-
blot.(Fig2)
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Encontramos que el bloqueo de la accidn de los lipolpolisacaridos es cvidente
desde 0.1 pg/ml y hasta 100 pg/ml, después de 15 minutos de tratamiento.

Para observar que efecto tenia luteolina sobre la fosforilacion de Erk1 y Erk 2 se
realizé un curso temporal midiendo el efecto de luteolina y herbimicina y se
utilizaron a la concentracion de 10ul. Los fibroblastos se trataron con el

lipopolisacarido 10pg/ml. (Fig3)

El pretratamiento de células con luteolina disminuye la actividad de los
lipopolisacaridos, y se induce la fosforilacion de los miembros de las MAP cinasas

ERK1yErk 2.

Para determinar a que dosis de luteolina tiene actividad sobre la proteina p-38,
para realizar este experimento se preincubaron las células a diferentes dosis de
luteclina por 30 minutos. Y en los resultados observados, mostraron que luteolina
actla mas efectivamente desde 10 pg/ml.(Fig4)

En otro experimento se observé que luteolina tiene actividad sobre la proteina Akt,
se preincubaron las células a diferentes dosis de luteolina por 30 minutos. Y en los
resultados observados, mostraron que luteolina actita mas efectivamente desde

10 pg/mi.(Fig4)
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14.-CONCLUSIONES

La exposicion de los fibroblastos gingivales a los lipopolisacaridos , incrementa la
fosforilacion de Erk 1 y Erk 2 en un curso temporal y una dosis respuesta.

Nosotros sugerimos que luteolina interfiere con la sefal de LPS, por reduccion de
la activacion de Erk,

E! pretratamiento de las células con luteolina disminuye la activacion de los
lipopolisacaridos e induce la estimulacion de Erk 1y Erk 2, p-38.

Al tratamiento de los fibroblastos con el LPS, estimula la cascada de senalizacion
MAPK, la activacion de Erk 1 y Erk 2 es un evento temprano que sucede a los
pocos minutos de tratar con el LPS
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