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RESUMEN

La enfermedad periodontal y la caries dental son las principales enfermedades de
atencion odontoldgica en la poblacion mexicana; causando destruccién del tejido
conectivo periodontal y del hueso alveolar, ademas en severos casos la pérdida
de la pieza dentaria. Histéricamente su etiologia esta asociada con la presencia
de microorganismos. En fechas recientes virus como Epstein-Barr,
Citomegalovirus y Herpes Humano tipo siete, se han relacionado con el desarrollo
de la periodontitis.

Las moléculas doble cadena de Acido Ribonucleico que se producen como
intermediarios de la replicacion viral o son parte del genoma viral actian como
ligando de los receptores Tipo Toll 3. El acido poli-inosinico/policitidilico Poly (I C)
es un andlogo sintético de Acido Ribonucleico de doble cadena, que ha sido
ampliamente utilizado para estimular al receptor Tipo Toll 3.

La expresion del receptor Tipo Toll 3 ha sido demostrada en fibroblastos
gingivales humanos, que son las células predominantes de la encia cuya principal
funcion es la produccién de fibras de colagena, reticulina y elasticas, y que
asimismo estan involucradas en la reparaciéon o destruccion de tejidos en la
enfermedad periodontal. Investigaciones recientes demuestran que los fibroblastos
gingivales humanos secretan mediadores solubles de inflamacion como:
Interferon-y, Prostaglandina E,, Interleucina 1, Interleucina 6 e Interleucina 8 (12,
24).

La periodontitis es caracterizada por la inflamacion del tejido conectivo debido a la
presencia de prostaglandinas sintetizadas a partir de acido araquidénico por la
enzima ciclooxigenasa-2. En este trabajo evaluamos el efecto de Poly (I:C) en la
regulaciéon de la enzima Ciclooxigenasa-2 mediante ensayos de western-blot.
Encontramos que Poly (I:C) regula positivamente la expresion de Ciclooxigenasa-2
mediante las vias de p38, PLC e IkB, por lo que podemos concluir que Poly(l:C)
activa la expresion de mediadores de respuesta inflamatoria en células de

fibroblastos gingivales humanos.




I.INTRODUCCION

[1.1. Periodonto

El periodonto, también llamado “Aparato de insercién” o “Tejido de sostén del
diente”, esta formado por los siguientes tejidos (Fig1), (21):

e Encia

Ligamento periodontal

Cemento radicular

Hueso alveolar

PL

ABP

RC

AP

Fig. 1. Esquema de las estructuras del periodonto: encia (G), ligamento periodontal, (PL),
cemento radicular (RC), el hueso alveolar propio (ABP) y apofisis alveolar (AP), (21).

La funcion principal del periodonto es unir el diente al tejido 6seo de los maxilares
y conservar la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad
bucal (21).




ENCIA
La encia es la parte de la mucosa masticatoria que cubre los procesos alveolares
y rodea las porciones cervicales de los dientes. Anatbmicamente esté dividida en

encia marginal e insertada (Fig. 2), (21).

Fig. 2. Imagen de la encia clinicamente sana, (21).

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, asi como la
encia interdental o papilas interdentarias (Fig. 2) (21).

En el lado vestibular y lingual de los dientes, la encia libre va en sentido coronal
del margen gingival libre, en sentido apical hasta el surco gingival que esta
ubicado en un nivel que se corresponde con el nivel del limite cemento
adamantino, cuya profundidad al sondeo no excede los 2 o 3 mm. La encia
interdental corresponde a las papilas interdentales, su forma esta dada por las
relaciones de contacto entre los dientes, la anchura de las superficies dentales

proximales y el curso de la uniébn cemento adamantina (21).




Encia adherida:

Esta delimitada en sentido coronal por el surco gingival libre y se extiende en
direccion apical hacia la unién mucogingival, donde se continda con la mucosa
alveolar. Tiene una textura firme, rosa coral y suele mostrar un puntillado fino que
le da el aspecto de cascara de naranja. Este tipo de mucosa esta firmemente
adherida al hueso alveolar y cemento subyacentes, por medio de fibras conectivas

y es por tanto casi inmovil en relacion con la encia libre (21).

Descripcion microscoOpica de la encia.

La encia esta formada por tejido epitelial y tejido conjuntivo, es la parte de la
mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar y rodea la porcidn cervical de
los dientes (21).

A) Tejido epitelial:

La encia libre estad formada por un epitelio 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

gue permite el contacto encia y diente (Fig. 3) (21).

Epitelio sulcular
bucal

bucal

Epitelio de
unién

Tejido
conectivo TR

Fig. 3. Esquema de un corte histolégico que describe la composicioén de la encia y el area
de contacto entre la encia y el esmalte (21)




El epitelio bucal es un epitelio escamoso estratificado queratinizado, del cual se
diferencia en varias capas segun su grado de queratinizacion (21):

1.- Capa basal

2.- Capa de células espinosas

3.- Capa de granular

4.- Capa cornificada

Las células basales son células cilindricas o cuboides que estan en contacto con
la membrana basal. Las células basales tienen la capacidad de dividirse por medio
de divisiones mitéticas. En la capa cornificada se observan las células epiteliales
aplanadas, muy cerca entre si, que han perdido sus nucleos en el proceso de
queratinizacion por lo cual se les llama ortoqueratinizadas (21).

El tejido epitelial esta separado del tejido conectivo por medio de la membrana
basal, la cual estd formada por dos capas; una lamina lucida hacia las células
basales y en una ldmina densa hacia el tejido conectivo y de la cual se
desprenden las fibras de anclaje. Las células basales que se encuentran en
contacto con la lamina lucida presentan unas zonas gruesas conocidas como
hemidesmosomas. Los tonofilamentos citoplasmaticos de la célula convergen
hacia esos hemidesmosomas, asi estas estructuras participan en la insercion del
epitelio a la membrana basal. La union entre las células esta dada por otras
estructuras conocidas como desmosomas, que pueden considerarse como

hemidesmosomas encontrados (21).

B) Tejido conjuntivo:
Es el tejido predominante de la encia y del ligamento periodontal. Sus
componentes principales son las fibras colagenas (60%), células (5%), vasos,

nervios y matriz (aproximadamente un 35%) (21).




Células:

Entre las células que se encuentran estan predominantemente: los fibroblastos
(65% aproximadamente), macréfagos, mastocitos, neutréfilos, linfocitos, y
plasmocitos.

El fibroblasto es una célula grande, plana y ramificada, fusiforme o estrellada (Fig.
4). Se ocupa de la produccion de los diversos tipos de fibras que se hallan en el
tejido conjuntivo, también interviene en la sintesis de la matriz del tejido conjuntivo.
El fibroblasto es una célula con nucleo ovalado, tiene una delicada membrana
nuclear, uno o dos nucléolos notables y una pequefia cantidad de cromatina en
granulos finos. En su citoplasma se observa un reticulo endoplasmatico granuloso
bien desarrollado con ribosomas; su aparato de Golgi es de tamarfio considerable y
sus mitocondrias son grandes y numerosas. Ademas en su citoplasma se
observan muchos tonofilamentos delgados. Adyacentes a la membrana celular, en
la periferia se pueden hallar una gran cantidad de vesiculas. Su principal funcion
es la produccion de los diversos tipos de fibras halladas en este tejido (fibras
colagena, reticulina y elasticas) 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 esté involucrado

en la reparacion y destruccion de los tejidos en la enfermedad periodontal (4, 21).

Fig. 4. Microscopia de interferencia de Nomarski de fibroblasto gingival humano.
Imagen obtenida en el Laboratorio de Bioquimica de Posgrado de Odontologia.




El mastocito es responsable de la produccion de ciertos componentes de la matriz

extracelular, 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 (21).

Las demas células como los neutrofilos y linfocitos, participan principalmente en la

respuesta inflamatoria.

Fibras (4, 21):

Las fibras presentes en el tejido conjuntivo de la encia se dividen en: fibras

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

Las fibras de colagena: son las predominantes y son producidas principalmente

por el fibroblasto, aunque también los cementoblastos y osteoblastos poseen esta

capacidad. Algunas de ellas se distribuyen al azar y otras se organizan en
fasciculos con una orientacion definida distinguiéndose:

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

e 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.

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

e Fibras transeptales: se extienden del cemento supra-alveolar de dientes
vecinos.

e Fibras elasticas: se encuentran asociadas con los vasos sanguineos.

e Fibras de reticulina se caracterizan por tefirse con la tincién argirofilica y se
encuentran principalmente adyacentes a la membrana basal, y en el tejido
conjuntivo laxo que rodea a los vasos sanguineos.

e Fibras oxitalanicas estan presentes en la encia y en el ligamento periodontal,

sin embargo su funcion es desconocida.




Matriz:

La matriz del tejido conjuntivo es producida principalmente por los fibroblastos y
mastocitos; la matriz es el medio donde se difunden los nutrientes para que estas
sobrevivan. Su componente principal son macromoléculas de polisacéaridos y
proteinas, se dividen en: proteoglicanos y glucoproteinas. Los proteoglicanos son
moléculas ubicuas que pueden ser encontradas como parte de matriz extracelular
en las superficies celulares o asociadas a la membrana celular; participan en la
organizacion estructural de los tejidos y en la regulacién de algunos factores de
crecimiento, asimismo se encuentran en el liquido sinovial de las articulaciones, el
humor vitreo del ojo, el hueso y el cartilago. Las glicoproteinas son proteinas
conjugadas que contienen uno 0 mas sacaridos como grupo prostéticos, los
cuales carecen de unidad repetitiva seriada y estdn unidos covalentemente a una
cadena peptidica, desempefian un papel importante en la proteccion de los tejidos

gue recubren el sistema respiratorio y gastrointestinal (21).

LIGAMENTO PERIODONTAL.:

El ligamento periodontal es el tejido conectivo blando que rodea las raices

dentales y conecta el cemento radicular con la pared del alvéolo; esta formado en

su mayor parte por fibras colagenas llamadas fibras principales o fibras

periodontales, que se disponen en los siguientes grupos (4, 21):

e Fibras crestodentales: se extienden desde la cresta 0sea, en direccion oblicua
hacia la corona, y se insertan en la franja cementaria supra ésea.

e Fibras oblicuas: ocupan la mayor parte del ligamento periodontal y siguen una
direccion oblicua hacia apical de hueso a cemento. Sirven para detener la
intrusion del diente.

e Fibras apicales: ocupan las zonas apicales en forma radial. No existen en raices
incompletamente formadas.

e Fibras de transicién: son pequefios grupos horizontales entre los haces
anteriores.

Las fibras que conforman el ligamento periodontal se clasifican en (Fig. 5):

10



a) Grupo de la cresta alveolar, que se extiende desde el area cervical de la raiz

hasta la cresta alveolar.
b) Grupo horizontal, estas fibras corren de manera perpendicular desde el diente

hasta el hueso.
¢) Grupo oblicuo, estas fibras estan orientadas de forma oblicua con inserciones

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

d) Grupo apical, se diseminan desde el 4pice del diente hasta el hueso.

Esta disposicion de las fibras permite sustentar las fuerzas recibidas por el diente
El ligamento periodontal estd compuesto principalmente de fibrillas colagenas
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 vy fibras oxitaldnicas. Cerca de la parte media del

ligamento, cruzan canales de tejido conectivo laxo, el cual contiene vasos

sanguineo, linfaticos y haces nerviosos (21).

v N
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=
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Fig. 5. Esquema de la ubicacion de las fibras del ligamento periodontal con respecto al
hueso (ABP) y el cemento radicular (RC). Fibras de la cresta alveolar (ACF), Fibras
horizontales (HF), fibras oblicuas (OF), Fibras apicales (APF) (21).
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CEMENTO RADICULAR:

El cemento es un tejido mineralizado especializado que recubre las superficies
radiculares de los dientes, no posee vasos sanguineos ni linfaticos, no posee
inervacion, no presenta reabsorcion ni remodelado fisiol6gico, pero se deposita
continuamente toda la vida. Consta de fibras colagenas incluidas en una matriz
organica. Su contenido mineral lo constituye principalmente la hidroxiapatita en un
porcentaje del 95% del peso. Sus funciones principales son la reparacion de la
superficie radicular y la de la insercién del ligamento periodontal (21).

Hay dos tipos: el cemento acelular o primario que se forma a medida que se va
formando la raiz; y el cemento celular o secundario que se forma después de la
erupcion dentaria y en respuesta a las exigencias funcionales (21).

El cemento acelular cubre siempre la parte cervical del diente y en la porcion
apical la raiz esté cubierta por cemento celular. Ambos cementos son producidos
por el cementoblasto que al quedar contenidos dentro del cemento reciben el
nombre de cementocitos. En la parte que corresponde al cemento acelular se
pueden observar la insercion de fibras del ligamento periodontal que se insertan
tanto en el cemento como en el hueso y se conocen como fibras de Sharpey (8,
21).

HUESO ALVEOLAR

La apdfisis alveolar o el hueso alveolar es la parte de los maxilares superior e
inferior que forma y sostiene los alvéolos de los dientes.

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, hueso
€esponjoso.

Junto con el cemento radicular y el ligamento periodontal constituyen el aparato de
insercion de los dientes, cuya funcion principal es distribuir y reabsorber las

fuerzas generadas por los contactos dentarios.
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La lamina dura o hueso compacto esta perforado por multiples conductos de
Volkmann, a través de los cuales pasan los vasos sanguineos y linfaticos, asi
como fibras nerviosas, estos conductos van desde el hueso alveolar hasta el
ligamento periodontal (21).

El sistema Haversiano esta conformado por estructuras cilindricas y orientadas
longitudinalmente alrededor de los conductos vasculares.

El hueso es formado por las células llamadas osteoblastos, y es reabsorbido por
los osteoclastos. Los osteoblastos primero producen el osteoide, constituido por
fibras colagenas y una matriz que contiene proteoglicanos y glicoproteinas; este
osteoide experimenta una mineralizacion por depdsitos de minerales, como calcio
y fosfato, que posteriormente se transforman en hidroxiapatita. Durante este
proceso de mineralizacion 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 prolongaciones citoplasmicas (21).

[I.2 Placa dentobacteriana y enfermedad periodontal.
La placa dental es el acumulo de depésitos bacterianos en la cavidad bucal. Se

clasifica de acuerdo a su localizacion en supragingival y subgingival (21).

[1.2.1. Placa gingival.

Se detecta a simple vista cuando alcanza cierto grosor, es amarilla o blanquecina
y tiene mayor grosor a lo largo del tercio gingival del diente y areas interproximales
(22).

La formacion de la pelicula adquirida comienza con la aposicion de proteinas
salivares a la hidroxiapatita depositadas en pocos minutos después de haber
limpiado la superficie dentaria (FASE 1). A los pocos minutos de haberse
establecido la pelicula adquirida inicia la colonizacion bacteriana, el primer
colonizador es Streptococcus sanguis, posteriormente se instala Actinomyces
viscosus, estos se asocian con las glicoproteinas de la pelicula. La mayor parte
de las bacterias provienen de la micro flora salival que bafia el diente y algunas

otras son transportadas por células descamadas que las llevan adheridas (FASE
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2). Posteriormente se inician los fendmenos de agregacion bacteriana y se
incorporan nuevas bacterias, ademas de que continua la multiplicacion 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. La colonizacion continla 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 entre ellos S. sanguis y mamitis 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
reaccion 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. 6)
(9, 21).

Flujo

i
[ il e

Sustrato : Adsorcién Microorga
limpio molecular aislados

Adsorcién secuencial
de microorganismos

{fase 1) {tase 2) {fase 3) (fase 4)

Fig. 6. Etapas en la formacion de biopelicula sobre una superficie limpia, dura y no
descamante. Fase 1: Adsorcion molecular para favorecer la formacion de la biopelicula.
Fase 2: Adhesién bacteriana. Fase 3: Crecimiento de la matriz extracelular y
multiplicacion bacteriana. Fase 4: Adsorcion secuencial de mas bacterias para formar
biopelicula mas compleja y madura (21).
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[1.2.2 Placa supragingival.

Es delgada, contenida dentro del surco gingival o bolsa periodontal por lo que
resulta 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
composicidbn 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: Aggregatibacter actinomycetem-comitans, especies
de Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Leptotrichia buccalis y Selemonas.
La placa adherida al epitelio esta formada por bacterias que tienen la capacidad
de adhesidbn por medio de fimbrias, como A. actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivales, Prevotella melaninogenica, Capnocytophaga,
Selemonas y Fusobactierum (21, 24).

Enfermedad periodontal.

Los padecimientos mas frecuentes de los tejidos periodontales son los procesos
inflamatorios gingivales y del aparato de insercion dental; son infecciones
microbianas relacionadas con la acumulacion local de placa dental, calculos y flora
periodontal patégena subgingival (24).

El huésped responde ante el ataque de las bacterias periodonto-patégenas por
medio de un proceso inflamatorio e inmune, su objetivo es evitar la extension de
los microorganismos Y la invasién a otros tejidos. Sin embargo en ocasiones estas
reacciones pueden ser perjudiciales para el huésped mismo, ya que la inflamacion
dafia a las células circundantes y al tejido conectivo (24).

Una encia clinicamente sana tiene una capacidad de respuesta contra los
microorganismos como se describe a continuacion (21):

e Produccion de anticuerpos contra los microorganismos.

¢ Funcion fagocitaria de los neutrofilos y macrofagos.

e Produccion de elementos del complemento.

e Descamacion celular

e Mantenimiento de una barrera epitelial.
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e Un flujo liquido positivo de la hendidura gingival, que puede eliminar los
microorganismos y productos nocivos.

Todos estos factores 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 formacion de una lesion. La relacion huésped-microorganismo

gue constituye una encia libre de infiltrado inflamatorio es modificada en la

gingivitis y periodontitis.

En 1976 Page y Schroeder dividieron la lesion progresiva en los tejidos
gingivales/periodontales en cuatro fases: inicial, temprana, establecida vy
avanzada.

La descripcion de la lesion inicial y temprana caracterizan los cambios
histopatolégicos de la encia clinicamente sana y los estadios tempranos de la
gingivitis mientras que la lesion establecida caracteriza a la gingivitis crénica; la
lesion avanzada refleja la fase en la cual la gingivitis progresa a la periodontitis y

es una lesion que se asocia a la pérdida de insercion y tejido 6seo (21).

Lesién gingival inicial

Una lesion gingival comienza con formacion de la placa dental desarrollandose
rapidamente el proceso inflamatorio. Dentro de las 24 horas ocurren cambios que
evidencian en el plexo dento-gingival como un aumento del aporte sanguineo. La
dilatacion de las arteriolas, los capilares y las vénulas a la red vascular se torna
una caracteristica prominente. La presion hidrostatica en la microcirculacion se
incrementa provocando la permeabilidad micro vascular y como consecuencia la
exudaciéon de liquido y las proteinas que invaden los tejidos y se produce una
penetracion de células inflamatorias (linfocitos, macréfagos y neutrofilos) en el
tejido conectivo subyacente al epitelio de union (21).

Simultaneamente a las alteraciones vasculares, se produce la migracion de
leucocitos desde los capilares, ésta salida es reforzada por moléculas de adhesion
como ICAM-1 y (molécula de adhesion intercelular —1) y la molécula-1 de
adhesion leucocitaria endotelial (ELAM-1) y otras adhesinas (21).
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Los leucocitos migran por quimio taxis de factores microbianos y del huésped.
Entre los factores quimio tacticos que atraen los leucocitos se encuentran el
péptido  metionilleucilfenilanina (FMLP) y citocinas como la IL-8, moléculas

producidas por los neutréfilos como la leucotrieno B4 (21).

Lesién gingival temprana

Se caracteriza por la presencia de vasos dilatados, los linfocitos y neutrofilos
constituyen un infiltrado leucocitario predominante en esta etapa y se observan
pocos plasmocitos, el infiltrado constituye hasta un 15% del tejido conectivo
debajo del epitelio de unién; existiendo un mayor espacio para el infiltrado
inflamatorio. Se produce aumento de las células basales del epitelio de union y
sulcular, lo cual probablemente ocurre por un intento del cuerpo por reforzar la
barrera innata la placa. También se presenta destruccion de colagena, la cual se

debe principalmente a la induccion de proteasas del huésped (21).

Lesion gingival establecida.

En esta hay un incremento de exudado liquido y migracion de leucocitos hacia los
tejidos y la hendidura gingival. Su caracteristica principal es que estd dominada
por plasmocitos, encargados de la defensa humoral, que se caracterizan por la
produccion de anticuerpos contra un agente patégeno, su funcién se relaciona con
la capacidad de opsonizar bacterias para prevenir la colonizacién microbiana.
Contintia con la pérdida de colageno y la proliferacién de las células epiteliales, el
epitelio de la bolsa no estd adherido a la superficie dentaria y tiene una fuerte
infiltracién leucocitaria con predominio de neutréfilos, en comparacion con el
epitelio de unién original, el epitelio de la bolsa es mas permeable al paso de

sustancias hacia dentro y hacia fuera de los tejidos conectivos subyacentes (21).
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Lesidén gingival avanzada.

El infiltrado inflamatorio se extiende lateral y apicalmente, la lesion avanzada tiene
las caracteristicas de una lesion establecida excepto porque existe una pérdida de
hueso alveolar y un importante dafio de las fibras, el epitelio de unidon migra

apicalmente desde el limite cemento adamantino (21).

1.2.4 CLASIFICACION

Se han utilizado diferentes clasificaciones de las enfermedades periodontales, en
fechas recientes un comité de expertos clinicos e investigadores cientificos
convocados por la Academia Americana de Periodontologia desarrollaron un
sistema de clasificacion para ordenar las diversas entidades clinicas de la

enfermedad periodontal.

La clasificacion actual es en base a su etiologia y la capacidad de respuesta del
huésped (21):
l.- Enfermedades gingivales.
A.- Enfermedad por placa dental.
1. Gingivitis asociada Unicamente a placa
2. Enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos.
a. Asociadas al sistema enddcrino
b. Asociadas a discrasias sanguineas
1) Gingivitis en la leucemia
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 ascoérbico
b. Otros.
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B.- Enfermedades gingivales no asociadas a la placa

1. Lesiones originadas por bacterias especificas
a. Neisseria gonorrea
b. Treponema pallidum
c. Streptococcus sp.
d. Otras variedades.
2. Enfermedad gingival de origen viral
a. Infecciones por herpes
b. Otras
3. Enfermedad gingival de origen fangico
a. Infecciones por Candida sp.
b. Eritema gingival lineal
c. Histoplasmosis
d. Otras
4. Lesiones gingivales de origen genético
a. Fibromatosis gingival hereditaria
b. Otras
5. Manifestaciones gingivales de ciertas condiciones sistémicas
a. Desordenes mucocutaneos
1) Liquen plano
2) Penfigoide
3) Pénfigo vulgar
4) Eritema multiforme
5) Lupus eritematoso
b. Reacciones alérgicas
1) Materiales dentales
2) Otros.
6. Lesiones traumaticas
7. Reacciones a cuerpo extrafio

8. No especificadas

19



[l. Periodontitis.
1.- Cronica
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 desérdenes genéticos

C. No especificadas (NES)

4. Enfermedades periodontales necrotizantes.
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 endodonticas
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.
Deformidades mucogingivales y condiciones de procesos

edéntulos.




D. Trauma oclusal.

La gingivitis es un proceso inflamatorio de la encia, en el cual el epitelio de unién
se localiza en su nivel original, es decir, en o cerca de la unibn cemento-esmalte.
Esta inflamacion se presenta con cambios de color, forma de la encia, posicion,

aspecto de la superficie y la presencia de hemorragia o exudado leve (21).

La periodontitis es una enfermedad crénica, destructiva, supurativa e inflamatoria
de los tejidos de soporte del diente. Clinicamente puede observarse inflamacién
de la encia dependiendo de las bolsas periodontales, migracion apical del epitelio
de unién y exposicion del cemento radicular al medio ambiente oral, ademas el
diente presenta movilidad, debido a la pérdida del ligamento periodontal. La
velocidad de la progresion de esta enfermedad varia considerablemente. Otra

caracteristica importante es que el epitelio de la bolsa esté ulcerado (21, 24).

1.3 BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS

La historia de la microbiologia bucal es paralela a la de la 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 acido génica 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 (21).

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 llam6é Endoamebabuccalis; otros autores
mencionaron espiroquetas, estreptococos, Staphylococos, y al Bacteroides
melaninogenicum como causantes de la enfermedad, constituyendo la hipotesis
de placa especifica (45).

En la mitad de los 80’s, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Wolinella recta y otros
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microorganismos son asociados a la enfermedad periodontal, la lista de los
patogenos posibles asociados a la enfermedad continGa creciendo, gracias a los

avances de las técnicas de cultivo y de observacion (45).

Se ha demostrado que las enfermedades periodontales son causadas por
bacterias y virus presentes en la placa dental bacteriana, asimismo la presencia
Herpes virus, Citomegalovirus y Epstein Barr virus fueron detectados en biopsias
de pacientes con periodontitis implicandolos en la patogenia de la enfermedad (31,
35).

Socransky modifico estos postulados para poder determinar que bacterias debian
ser consideradas como causales de la enfermedad, estos son (21):

1.- Los patégenos estan presentes en la proximidad de las lesiones periodontales
y en grandes cantidades.

2.- Los pacientes infectados desarrollan altas concentraciones de anticuerpos en
el suero, saliva y liquido gingival.

3.- La eliminacion de estos microorganismos disminuye la gravedad de la
enfermedad.

4.- Los microorganismos deben poseer factores de virulencia relevantes en la
iniciacion y progreso de la enfermedad.

5.- La implantacién experimental del microorganismo en el surco gingival de un

animal permite el desarrollo de alguna de las caracteristicas de la enfermedad.

La enfermedad periodontal esta asociada con una micro flora compleja en la cual
mas de 350 especies pueden ser encontradas, esto entre bacterias y algunos
hongos como Candida (35).

Una variedad de microorganismos predominantemente Gram negativos,
anaerobios y moviles participan en la etiologia de la enfermedad. Entre las
especies mas mencionadas encontramos: Porphyromonas gingivales, Prevotella
intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus,

Camphylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum,
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Peptostreptoccocus micros, Prevotella nigrescens, Streptococcus intermedius y

especies de Treponema (21, 24, 35).

[1.3.1 Estructura bacteriana.

Las bacterias son células unicelulares procariotas, su informacién genética esta
contenida en una gran molécula circular de ADN bicatenario, el material genético
no se encuentra delimitado en un ndcleo por una membrana nuclear. El citoplasma
celular contiene muchos ribosomas pero carece de otros organelos por lo cual
muchas de sus funciones metabdlicas las realiza en la membrana celular. En
todas las bacterias, excepto en los micoplasmas, la célula estad rodeada por una
pared celular compleja, que ha sido considerada para la clasificacion de las
bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram positivas y bacterias Gram
negativas. Por fuera de la pared celular las bacterias pueden poseer capsulas,
flagelos y pilis que desempefian papeles importantes en la relacion huésped-

parasito (21).

Pared Celular.

La pared celular difiere en las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Fig. 7),
sin embargo tienen un componente comun llamado péptidoglucano (mucopéptido
0 mureina), es un polimero mixto de azucares hexosa (N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico) y aminoacidos (21).

En las bacterias Gram positivas, la pared forma una gruesa capa externa de la
membrana celular y puede contener otras macromoléculas (21).

En 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 lipopolisacéarido de la

membrana le confiere a estas especies propiedades toxicas y antigénicas (21).
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Fig. 7. Esquema de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas (21).

Céapsula.
Esta estructura esta rodeando a la pared celular, esta presente solo en algunas
especies, esta formada por polisacaridos de alto peso molecular. Esta superficie

proporciona proteccion contra la fagocitosis por células del huésped (21).

Flagelos.

Son filamentos helicoidales largos que se extienden desde la superficie celular
para generar fuerzas de propulsion y permitir que la bacteria se mueva en su
medio, pueden estar limitados a los polos de la célula y ser Unicos (polares) o
formar penachos (lopotricos), o0 bien aparecer distribuidos sobre la superficie
general de la célula (peritricos). Los flagelos estan constituidos por componentes
proteinicos (flagelinas) fuertemente antigénicos (21).

Pili.

Son otra forma de proyecciones superficiales bacterianas, estan formados por
proteinas conocidas como adhesinas. Su funcidn consiste en promover la
adherencia a otras bacterias o a las células del huésped. La existencia de muchos
pilis sobre la superficie bacteriana evita la fagocitosis por parte de la defensa del
huésped (21).
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Los principales microorganismos asociados a distintas enfermedades
periodontales se presentan en la tabla 1.
Tabla I. Microorganismos asociados a enfermedades periodontales (21).

Gingivitis Perio. Juvenil
asociada a local y gral.
PDB.
- - . : .
++ +
- +
- : l - .
B - B ° B
- ) - | -
- | - + -
- +
+++ -
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II.4 Lipopolisacarido

Las paredes celulares de las bacterias Gram negativas estan compuestas por una
fina capa de péptidoglicano, situada a continuacion de la membrana plasmatica y
rodeada por ambos lados de espacio periplasmico, estudios recientes demuestran
gue puede constituir aproximadamente del 20 al 40% del volumen total de la célula
(212).

La membrana externa se encuentra cerca de la capa de peptidoglicano y esta
unida de manera covalente a la célula a través de la lipoproteina de Braun al
peptidoglicano subyacente y esta inmersa en la membrana externa por su extremo
hidrofébico, de igual manera, se encuentra unida a través de sitios de adhesion
(212).

El lipopolisacarido es el componente mas complejo de la membrana externa,
consta de tres partes: lipido A, polisacéarido central o core, y cadena lateral O. La
region del lipido A contiene dos derivados de glucosamina cada uno con tres
acidos grasos y un pirofosfato o fosfato unido. Los acidos grasos unen lipido A a
la membrana externa, mientras que el resto de la molécula de LPS sobresale de la
superficie. El polisacarido central o core esta unido al lipido A. La cadena lateral O
es un polisacarido que se extiende hacia fuera respecto al core. Contiene varios

azucares y su composicion varia segun la cepa bacteriana (Fig. 7) (21).

El lipopolisacarido proporciona adhesién bacteriana a superficies y a la formacion
de biopeliculas, ademas participa en la protecciéon de la bacteria frente a las
defensas del huésped. Esta respuesta implica la produccion de anticuerpos que se
unen a la forma cepa-especifica del lipopolisacarido que desencadeno la

respuesta inmunitaria (21).
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[1.5 Virus en la enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal representa una amplia gama de condiciones
patoldégicas, que muestran una gran variedad de presentaciones clinicas y que son
ocasionadas por infecciones polimicrobianas y mecanismos patofisiologicos.
Recientemente se ha demostrado que este padecimiento afecta a la mayoria de la
poblacion adulta en el mundo, pero solo un bajo porcentaje de los pacientes
afectados recibe un tratamiento adecuado. La terapia periodontal convencional
consiste en la estabilizacion de la enfermedad acompafiada por la disrupcion
mecanica de la placa y el calculo dental (31, 35). La comprension de la
etiopatogenia de la enfermedad periodontal es un pre-requisito para el disefio y
desarrollo de estrategias terapéuticas a fin de hacer mas eficiente y efectivo el
tratamiento contra esta enfermedad, por lo que la identificacién de los factores
periodontopaticos es determinante en los estados iniciales de la enfermedad (35).
La enfermedad también esta relacionada a defectos inmuno-genéticos, a
enfermedades sistémicas que primariamente no afectan los tejidos orales, factores
medioambientales y/o demograficos; aun no se han esclarecido los factores de
riesgo debido a su amplia etiologia debido a que estan involucradas las
variaciones genéticas o inmunolégicas o bien en relacion con factores

socioecondmicos, estilos de vida o diferencias culturales (31, 35).

Se han reportado severos casos de periodontitis que conlleva a la destruccion del
periodonto en pacientes infectados por alguna enfermedad viral como: encefalitis,
neumonia, cancer cervico-uterino, linfomas, adenocarcinomas de colon y
prostata. Ademas se han encontrado mas de un millébn de copias del genoma de
herpes virus en un sitio afectado con periodontitis. La abundancia de herpes virus
en lesiones con periodontitis agresiva sugiere que los virus tienen un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad periodontal. La presencia de este
virus promueve la liberacion de citocinas pro-inflamatorias que tienen el potencial

de activar a los osteoclastos y la sintesis de metaloproteinasas de matriz (31, 35).
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Herpes virus y bacterias se han visto co-agregadas, de tal manera, se explica las
severas caracteristicas clinicas de la periodontitis y el riesgo de la progresion de la
enfermedad. Diversas investigaciones revelan la presencia de herpes virus en el
periodonto aun en condiciones de salud, en pocas palabras, se suman las
caracteristicas patogénicas de la relacién herpes virus-bacteria en la infecciéon

periodontal (31).

En estudios sobre periodontitis, la variaciébn para herpes virus oscila del 13 al
100%; virus Espstein-Barr del 3 al 83% y de citomegalovirus del 0.3 al 83% en
sitios con periodontitis agresiva/progresiva en relacion con los sitios afectados con

periodontitis crénica (6, 35).

Por este motivo algunos investigadores sugieren que agentes infecciosos
especificos ocasionan la enfermedad y otros enfatizan la importancia de diversos
factores inmunes o genéticos del huésped y precisamente por esta diversidad es

que la clasificacion es muy amplia.

Asimismo, en sitios sanos, la placa dentobacteriana alberga predominantemente
bacterias facultativas Gram-positivas, mientras que en las lesiones periodontales
se encuentran una amplia variedad de especies anaerébicas Gram-negativas. El
desplazamiento en la microbiota periodontal con el desarrollo de enfermedad es el
resultado una interaccion multifactorial entre el ecosistema los microorganismos
gue conforman la placa dentobacteriana con las respuestas inmune del huésped
(312).

Una importante excepcion es la bacteria Aggregatibacter actionomycetemcomintas
gue esta asociada con el desarrollo de la periodontitis localizada agresiva (juvenil)
(24). Como se espera de un verdadero patdogeno las cuentas de este
microorganismo muestran un dramatico incremento en relacion con la pérdida de

la adherencia (21).
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Con excepcion de la periodontitis agresiva localizada, la periodontitis destructiva
se desarrolla con un ataque no predecible al periodonto y con eventos infecciosos
gue progresan de una gingivitis a periodontitis. Este proceso discurre a través de
revision de la enfermedad que se ve interrumpida por episodios ocasionales de
recaida clinica por lo que base biolégica subyacente no ha sido determinada aun.
Afecta a pocas piezas dentales con la presencia de periodontopatégenos en
saliva. Se asume que la periodontitis se desarrolla en individuos infectados por
agentes virulentos y desarrollan inflamacion gingival persistente y diferentes

respuestas inmunes (21).

[1.6 Receptores Toll de Drosophila melanogaster.

Los genes Toll, Tube, Pelle, Easter, Cactus, Dorsal homdlogo de NF-kB de
Drosophila melagonaster fueron descubiertos en 1984 por C. Nusslein-Volhard y
E. Wieschaus, estos genes participan en la embriogénesis y el establecimiento de
los ejes dorso-ventrales de la mosca de la fruta, asimismo son requeridos para la

respuesta inmune (40, 43).

Los receptores Toll son proteinas transmembranales con un dominio extracelular
gue contiene repetidos ricos de leucina (LRR) y un dominio rico de cisteina
proximo a la membrana celular. Los repetidos ricos de leucina son
aproximadamente 24 residuos de aminoacidos, cada uno contiene un numero
abundante de residuos de leucina; el dominio intracelular cercano a la membrana
es homélogo al dominio intracelular del receptor de Interleucina uno (IL-1R), este

dominio es conocido como dominio TIR (40, 43).

La activacion de la via de sefalizacion del receptor Toll en Drosophila
melanogaster comienza con una cascada proteolitica provocando cambios
conformacionales de Spatzle (Spz) para ser reconocido por el receptor. Spatzle es
una proteina sintetizada y secretada como un precursor inactivo que consiste en
un prodominio en la region carboxilo terminal; se han sugerido dos modelos: un

dimero de Spz se une a dos receptores o dos dimeros de Spz se une al amino
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terminal de una de los dos receptores Toll. Después de la union ligando-receptor
el dominio TIR une al adaptador MyD88, posteriormente las proteinas Tube y
Pelle son reclutadas para formar un complejo heterotrimérico fosforilando al factor

Cactus para activar a NF-kB y permitir la transcripcién de genes (Fig. 8) (40,43).
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Fig. 8. Esquema de la via de sefalizacién de receptores Tipo Toll, Toll e IL-1R (43).

El sistema inmune de la mosca de la fruta esta integrado por componentes
celulares y humorales. Infecciones por hongos y bacterias Gram-positivas activan
la via de sefializacion intracelular Toll, que permite la produccion de péptidos
antimicrobianos; sefializacién que es paralela a la inducida por IL-1R de células

de mamifero (40).
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[1.6.1 Receptores tipo Toll en mamiferos.

El receptor tipo Toll de mamifero fue caracterizado y clonado a partir de la
proteina Toll de Drosophila melanogaster en 1997 por R. Medzhitov y C.
Janeway, este receptor tiene la misma arquitectura que el receptor Toll de

Drosophila melanogaster (Fig. 8) (25).

Los receptores tipo Toll (TLRs) son proteinas transmembranales que se expresan
en una amplia variedad de tipos celulares y cuya funcién es el reconocimiento de
microorganismos invasores y la activacion de vias de sefalizaciébn que promuevan
la expresion de moléculas promotoras de respuesta inflamatoria. En mamiferos la

familia de los receptores Tipo Toll incluye 10 proteinas (TLR1-10) (18, 27).

Los receptores tipo Toll consisten en una region extracelular que contiene
regiones repetidas ricas en leucina y un dominio rico en cisteina, una regién
transmembranal y un dominio citosolico denominado TIR (Receptor a Interleucina-
1/Receptor Toll-IL-1R). Diferentes receptores Tipo Toll sirven como receptores
para diversos ligandos, entre los que incluyen componentes bacterianos, RNA
doble-hebra de derivado de virus, o compuestos inmunomodulatorios. La
activacion de los receptores Tipo Toll ocurre después de la union de un ligando
afin a la porcion de repeticiones ricas en leucina del receptor. En humanos TLR 1,
2, 4,5y 6 se encuentran en la membrana externa y responden a PAMP asociados
la superficie bacteriana. El segundo grupo TLR 3, 7, 8 y 9 se encuentra en
superficies endosomales y responden a Patrones Moleculares Asociados a
Patogenos basado en acidos nucleicos derivados de virus y bacterias. El receptor
tipo Toll activado regula vias de sefializacién entre las que se incluye la activacion
de NFkB (Factor nuclear-kappa B) y las MAPKs (Proteinas cinasas activadas por
mitdgeno). El segundo patrén de activacion que involucra a TLR3 y TLR4 conduce
a la activacion de NF-kB y a otro factor de transcripcion IRF3 (Factor regulatorio
interferon-3) permitiendo la expresion de genes adicionales entre los que se

incluyen genes anti-virales como IFN-[3 (Interferon-beta) (27, 40).
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Actualmente se han identificado 10 receptores tipo Toll en humanos, 13 en ratén
(tabla 1I), cada uno de ellos es receptor especifico para diversos estimulos
externos que lleguen a las células (18). En estudios realizados con lipopolisacarido
purificado de bacterias Gram-negativas se observd que éste actuaba sobre el
receptor tipo Toll 2 y 4, sin embargo actualmente se sabe que el receptor tipo Toll
2 tiene poca afinidad por el lipopolisacarido y que esto pudo ocurrir por la
presencia de lipoproteinas en el lipopolisacéarido aislado, concluyendo que el
receptor tipo Toll 2 reconoce las lipoproteinas de las bacterias Gram positivas y el
receptor tipo Toll 4 el lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas.

El receptor tipo Toll 3 esta implicado en la respuesta a ARN viral, receptor tipo Toll
5 a flagelina, receptor tipo Toll 9 a ADN de bacterias (24, 27, 43).
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Tabla Il. Miembros de la familia de Receptores tipo Toll conocidos (18, 19).

TLRs Ligando principal Patdégenos

TLR1 Cofactor de TLR2 Gram”, Gram’,
mycobacterias,
espiroquetas,
micoplasma

TLR2 Lipoproteinas, Gram”, Gram’,

glucopéptidos, mycobacterias,
péptidoglucano. espiroquetas

TLR3 Hebra doble de ARN Virus

TLR4 Lipopolisacarido Gram-negativas

TLR5 Flagelinas Flagelos de Gram® vy
Gram

TLR6 Cofactor de TLR2 Gram®,Gram,
mycobacterias,
espiroquetas,
mycoplasma

TLRY Imidazoquinoline Componentes antivirales
sintéticos

TLR8 Desconocido -

TLR9 ADN modificado CpG  todas las bacterias

TLR10 Desconocido -

Otras caracteristicas de los receptores tipo Toll es que comparte dominios con los
receptores de la familia de IL-1R (40), conocidos como receptores toll-interleucina

1 que han sido involucrados en la respuesta alérgica.




Receptor tipo Toll 3.

El receptor tipo Toll 3, es una proteina transmembranal compuesta de un
ectodominio con repeticiones ricas en leucina (RRL), una region transmembranal y
un dominio TIR conservado a nivel de citoplasma (Fig. 9). ElI dominio
transmembranal consiste en estructuras a-hélice, el dominio TIR esta compuesto
de estructuras tipo B-plegada y a-hélice unidas por BB-loop interactuando
directamente con el adaptador de TLR. Este BB-loop contiene un residuo de
alanina que interactta con el adaptador TRIF, involucrado en la sefalizacion. El
dominio extracelular consiste en 23 repeticiones ricas de leucina adquiriendo
forma de herradura que es altamente glicosilada; el mecanismo de unién de
cadena doble de ARN al receptor tipo Toll 3 se debe a la region glicosilada de la
proteina. Se ha propuesto un modelo de dimerizacion del receptor, dos moléculas
de TLR3 dimerizan por el dominio extracelular, el dominio extracelular rota 180°,

por lo que provee al ligando la unién (12, 41).
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Fig. 9. Estructura del receptor tipo Toll 3 humano, proteina de 904 aa. Sensing of viral

infection and activation of innate immunity by Toll Like Receptor 3 (41).

Ulteriormente del reconocimiento especifico de ARN de doble cadena, producido
como un intermediario del ciclo de replicacion o como parte del genoma viral, se

desencadenan intracelularmente cascadas de sefalizacién, estimulando el
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reclutamiento de proteinas adaptadoras como TRIF, culminando en la activacion
de NF-kB, MAP cinasa y el IRF 3, dando la apropiada y efectiva respuesta de la
respuesta inmune en contra de patégenos (12, 41).

Localizacion del receptor tipo Toll 3

El receptor tipo Toll 3 ha sido encontrado en compartimentos endosomales o en la
superficie celular; la localizacién del receptor tipo Toll 3 depende del tipo celular, lo
gue conlleva a la participacion de especificas vias en la induccién de Interferén
antiviral. Algunos tipos celulares como las células dendriticas no expresan al
receptor en su superficie celular, diversas investigaciones sugieren que la doble

cadena de ARN es internalizada para unirse y activar a TLR3 (41).

Funciéon de TRIF como molécula adaptadora del receptor tipo Toll 3.

El dominio TIR del receptor es el responsable de llevar a cabo la sefializaciéon y
reclutar a TRIF, que indirectamente activa a factores de transcripcion incluyendo
IRF 3 y NF-kB induciendo la produccién de interferon tipo uno permitiendo la
eliminacion de virus. IRF 3 es un miembro de la familia de factores de
transcripcion, regulando genes que codifican para Interferon tipo uno, esta
involucrado tanto en la respuesta inmune adaptativa e innata, es constitutivamente
expresado y activado por fosforilacion de residuos de serina-treonina y asi de su
translocacion al nucleo después de la formacion del complejo IKK y TBK1 (18, 41).

El factor de transcripcion NF-kB es requerido para la expresidon de genes
mediadores de inflamacion; es secuestrado en el citoplasma por miembros del
factor nuclear kB, cuando es fosforilada IkB es rapidamente ubiquitinisada y
degradada por proteosoma, dirigiéndose al nucleo, uniéndose a DNA y activando

factores de transcripcion en respuesta inflamatoria (12, 18).
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Fosforilacion de tirosina en el receptor tipo Toll 3

Comienza la sefalizacion intracelular con la fosforilacion de residuos de tirosina
759 y tirosina 858 contribuyendo a la activacion de IRF3 y NFkB. La fosforilacion
de tirosina 858 esta involucrada en la activacion de TBK1 induciendo la parcial
fosforilacion y activacién de IRF3 dimerizdndose y traslocandose a nucleo. La
fosforilacion de tirosina 759 permite el reclutamiento de PI3K, la activacion de Akt,
gue es requerida para la fosforilacién y activacion de IRF3 en el nucleo. Una sefial
permite la fosforilacion de la proteina inhibitoria IkB, permitiendo la translocacion
de NFkB al nucleo; la otra senal permite la fosforilacion de p65 subunidad de
NFkB llevando a la activacion (41).

La fosforilacion de residuos de tirosina también puede darse por la union de
proteinas con dominio SH2. Recientemente se ha demostrado que la proteina c-
Src se une al receptor tipo Toll 3 induciendo la activacion de IRF3 (41).

Sefiales celulares y vias de transduccion.

La membrana plasmatica separa a la célula del medio que la rodea. Sélo es
permeable a pequefias moléculas solubles en lipidos, como las hormonas
esteroideas, que pueden difundir a través de ella para adentrarse en el citoplasma.
Es impermeable a los materiales solubles en agua, incluyendo los iones,
pequefias moléculas inorganicas, y polipéptidos o proteinas. La respuesta al
material hidrofilico depende de la interaccion sobre la cara extracelular de la
célula con un componente proteinico de la membrana plasmética. La molécula
extracelular es llamada generalmente el ligando y la proteina de la membrana
plasmética que la une se le llama receptor (12).

Asi podemos definir un receptor como una estructura quimica capaz de recibir al
mensajero y de transmitir el mensaje para que se produzca la respuesta de la
célula. El receptor es una proteina grande de peso molecular elevado, y sus
funciones principales son reconocer al mensajero y activar la secuencia de
eventos que conducen a la respuesta celular. La informacion para su sintesis esta
almacenada en el material genético de cada célula; su superficie presenta un sitio

de reconocimiento al que se une el mensajero. Las superficies del mensajero y del
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receptor se unen con un alto grado de selectividad entre si, asi como de afinidad.
La afinidad puede definirse como una medida de la fuerza de interaccion entre dos
substancias. Por su localizacién los receptores se pueden dividir en dos grandes
familias; los que se localizan en la membrana plasmatica y los intracelulares.

La transmision de una sefial implica la interaccion de un ligando extracelular con
una proteina transmembranal que tiene dominio a ambos lados de la membrana.
La union del ligando convierte al receptor de su forma inactiva a la activa. El
principio basico de esta interaccion es que la union del ligando en la cara
extracelular influye en la actividad del dominio del receptor que se encuentra en la
cara citoplasmica. Este proceso recibe el nombre de transduccion de la sefial.

La transduccién de la sefal proporciona un medio de amplificacion de la sefial
original. El principio de la transduccion de sefiales es que la forma activa de un
receptor dispara una actividad catalitica en el citoplasma. La amplitud de la sefal
citosdlica es mucho mayor que la sefial extracelular original. Una molécula
producida en respuesta a la transduccion de una sefal extracelular se denomina
segundo mensajero.

Se conocen diferentes vias de transduccion en donde intervienen distintos
segundos mensajeros como pueden ser la fosforilacion de proteinas a través de
AMPc o GMP, o la de fosfolipidos y calcio, en este caso nos interesard investigar

la via de las MAP cinasas.
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Fig. 10. Ejemplificaciéon de las sefiales de transduccién. La hormona esteroidea se difunde
a través de la membrana plasmatica y se une a un receptor nuclear, el cual estimula
directamente la transcripcion de sus genes blanco (44).

11.6.2.1 Via Map Cinasa.

La via de la MAP cinasa es una cascada de proteinas que se han conservado a lo
largo de la cadena evolutiva y juegan un papel central en la transduccion de
sefiales en todas las células eucaritticas. El elemento central de la ruta es una
familia de proteinas cinasas de treonina-serina llamada MAP cinasa que son
activadas en respuesta a varios factores de crecimiento y otras sefales
moleculares. En levaduras, esta via controla esta involucrada en la activacion de
factores de crecimiento y otras respuestas celulares, como su reproduccion, forma
y esporulacion. En los mamiferos regula el crecimiento celular y la diferenciacion,
motivo por el cual se les denomind proteinas cinasas activadas por mitbgenos.
Existen en las células eucariotas de los mamiferos varias rutas de las MAP
cinasas, cada cascada consiste de tres proteinas cinasas: una cinasa terminal y
dos cinasas intermedias que regulan distintas respuestas celulares. Entre las
familias de proteinas de las cuales se desprenden estas cascada se encuentran
ERK, JNK y p38, que son las que se han estudiado mas ampliamente en
mamiferos (12, 18, 35).
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Tabla Ill. Familia MAP cinasa (29).

Estimulo Factores de crecimiento Citocinas/ estrés celular
Cinasa antecesoras RAF MEKKs
MEK MKKs
MAP cinasa ERK JNK/p38
Respuesta celular Proliferacion, Muerte celular e
diferenciacion y inflamacion
supervivencia celular

ERK (cinasa regulada por sefial extracelular) es activada en respuesta a varios
factores de crecimiento y otras sefiales moleculares. En las levaduras ERK lleva la
reproduccién, forma celular y esporulacion. JINK y p38, a diferencia de ERK, son
activadas en respuesta a citosinas inflamatorias y estimulos fisicos como la
radiacion ultravioleta. Mientras que las sefiales de ERK conllevan principalmente
a la proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular; las sefiales de JNK y p38
provocan inflamacion y muerte celular. Esto lo hacen mediante su translocacion al
nacleo y la fosforilacion de factores de transcripcion que regulan la expresion
genética. ERK es una de las MAP cinasa mejor caracterizada en las células de
los mamiferos, su activacion se lleva a cabo mediante la union del ligando a
receptores acoplados a proteinas tirosina-cinasa o a receptores acoplados a
proteinas G. La activacion de ERK es mediada por dos proteinas cinasas
intermedias, las cuales se acoplan con factores de crecimiento por un lado y por
otro con un GTP, estas proteinas son RAS y RAF, las cuales fosforilan y activan
una segunda proteina cinasa llamada MEK. MEK es una proteina con
especificidad dual, esto es activa miembros de la familia ERK por fosforilacién de
dos residuos de: treonina y tirosina. Una vez activada ERK fosforila una variedad
de blancos como pueden ser otras proteinas cinasa y factores de transcripciéon
(12, 29).
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Las tres MAPK son activadas por una cinasa intermedia MAPKK, gque tiene
especificidad dual, fosforila residuos treonina y tirosina en un sitio tirosina-X-

treonina especifico para cada MAPK (12).
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Fig. 11. Fosforilacién de residuos de Tirosina por la proteina tirosina-cinasa y
desfosforilacion del residuo por la proteina tirosina fosfatasa (45).

Los tripéptidos de las MAP cinasas son: de ERK, Thr-Glu-Tyr, de p38 Thr-Gly-Tyr,
y de JNK Thr-Pro-Tyr. La fosforilacion de estos residuos tirosina-treonina es
llevada a cabo por las proteinas cinasas activadoras de MAPKK (MAPKKKS)
como son Rafs, MEKK1, cinasa reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1),
MLKs, TAK (29).

11.6.2.2 p38

p38 es el tercer miembro de la familia MAPK, también se le conoce como
SAPK2/RK 0 cinasa reactiva 0 cinasa activada por estrés. Fue originalmente
identificada por la estimulacion de macréfagos de raton con LPS. Es una proteina
de peso molecular de 38 kDa que se encuentra presente en el citoplasma celular
de células involucradas en la respuesta inflamatoria como monocitos vy

macrofagos, en células involucradas en la respuesta inmune como células T, CD4
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y CD8 y neutroéfilos. También ha sido caracterizada en fibroblastos, en células del
sistema nervioso como astrocitos y micro glia, en células epiteliales, en plaquetas

y en células del musculo vascular (18).

Se han descrito cuatro isoformas de p38: a, 3, y, , sin embargo la forma a es la
gue mas se ha estudiado en diversas lineas celulares y la mas caracterizada.
Algunos autores mencionan que las cuatro isoformas son idénticas en un 57-73%
de sus secuencias de amino4cidos pero difieren en sus patrones de expresion, y
en su sensibilidad a inhibidores conocidos contra estas enzimas, asi SB203580 y
SB202190 son especificos para p38a y p38B (12,18).

Como se coment6 anteriormente los estudios realizados sobre p38 muestran que
su activacion es estimulada por IL-1, TNF; asi como lipopolisacarido, trombina y
colagena, y estrés celular como un shock osmético o un shock por calor, radiaciéon
UV y agentes quimicos. Estos estimuladores inducen la fosforilacion de p38 en su

dominio constituido por el tripartido: treonina, glicina y tirosina.

Para su activacion se han encontrado en el complejo de sefializacidbn moléculas
como Cdc42, PAK y Racl. Cdc42 es una proteina de unién de GTP de tipo RAS,
miembro de la familia Rho, que tiene una alta afinidad por dominios de proteinas
cinasas tipo serina-treonina (12).

La activacion a través del complejo de sefializacion de los receptores al asociarse
con el lipopolisacarido, fosforila las MAPKKK de p38, entre las cuales se han
identificado: PKR o proteina cinasa regulada por RNA, MLK3/SPRK, ASK1 (cinasa
activadora de la sefal de apoptosis -1) y TAK1, estas MAPKKK activa la MAPKK
de p38 que involucra dos cinasas especificas MKK3 y MKK6. Un knock out del
gen de MKK3 causa un defecto en la activacion de p38 y en la activacion del gen
para TNFa. También existen algunas evidencias de que MKK4 puede fosforilar a
p38 (Fig. 12) (12).
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Fig. 12. Esquema de la via de sefalizacién de p38 por el LPS y el receptor TLR4 (12).

La importancia de p38 radica en su capacidad para regular positivamente la
expresion de genes de muchas citocinas y su rol en la respuesta inmune (Fig. 14)
(12).

Fig. 13. Sitio de fosforilacion de p38 (29).
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La cinasa p38 fosforilada activa varios factores de transcripcion que incluyen ATF-
2, ELK1, CHOP, MEF2C, AP-1, IF4AE (Factor de iniciacion eucaridtica) y Sapla.
Estos factores estan involucrados en numerosas funciones celulares como la
activacion, proliferacion y transformacién celular; asi como en la transcripcién y
traducciéon de mediadores pro inflamatorios (Fig. 15). También se ha involucrado la
participacion de p38 en la induccién del factor de transcripcién NFkB, se cree que
p38 no actua directamente sobre el factor de transcripcion o sobre las proteinas
cinasas IKB, sino que actua en un segundo nivel de activacion que involucra un
complejo basal en el cual participan p65/p50 que interactia con el coactivador
CBP gue se encuentra en el complejo basal. La inhibicion de p38 ha demostrado
gue reduce la union de la proteina TBP que une la porciéon de p65/p50 al complejo
basal. Aun no se comprenden bien los mecanismos por los cuales esta cinasa
activa estos factores de transcripcion, se sabe que tiene un papel importante
porque al ser inhibida puede disminuir la induccion de estos genes, algunos
estudios refieren que p38 actia en la fosforilacion de otras cinasas que se
encuentran debajo de ella y que a su vez activan estos factores de transcripcion,
por otro lado también se ha referido que las MAPK son capaces de translocarse al
nacleo (12, 18,19, 29).

Entre las cinasas 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 expresion de genes por la fosforilacion de otros factores de
transcripcion como CREB y ATF-1 (Fig. 14) (29).

Otros estudios realizados con anterioridad involucran la presencia de la proteina
p38 en diversos eventos fisiolégicos como la produccidon de la enzima NOS2 de
oxido nitrico, aumento de la produccion de &cido araquidonico por la enzima
fosfolipasa C (cPLA2), y apoptosis (29).

p38 regula la expresién del factor de transcripcion de 1L-1B (C/EBPB y C/EBPOS) y
TNFa en monocitos y macréfagos, estos resultados se obtuvieron en diversos
estudios, en algunos de ellos se utilizd uno de los inhibidores especificos de p38,
SB203580, que pertenece a un grupo del compuesto polivinilo imidazol. El efecto

de este inhibidor es atribuido a la unién en el dominio cinasa para ATP. La

43



conclusién de la participacidon de p38 se obtuvo ya que al pre incubar este
inhibidor previamente al tratamiento con LPS se inhibia la activacion de p38 y se
redujo la induccién de IL-1y TNFa (29).

p38
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Fig. 14. Cinasas activadas por p38y los factores de transcripcion que se desprenden de
ellas (18).

[1.6.2.2.1 Participacion de p38 en la respuesta inmune innata.

La respuesta inmune esta envuelta en un gran numero de tipo celulares que
funcionan como iniciadores, reguladores y efectores de medios de defensa del
huésped contra patdgenos invasores. Estas células interacttan entre si y tienen
una regulacién cruzada, las células blanco responden usando vias de sefiales de
transduccion que regulan la expresion de genes y funciones inmunes (18).

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 Drosophila melanogaster, 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 reconocimiento de bacterias y hongos, y la induccion de péptidos
antimicrobianos. Esta bien establecido que la via NF-kB es un importante blanco
de los receptores Toll en la respuesta inmune innata de Drosophila melanogaster

(40). Las MAP cinasa como JNK y p38 son activadas por patdgenos en las células
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del insecto. p38 en la mosca parece atenuar la expresion genética de péptidos
antimicrobianos seguida a la exposicion del lipopolisacarido (18).

En mamiferos se ha observado que una vez inducida p38 por el lipopolisacarido
media la produccion de IL-1, IL-12, el factor de necrosis tumoral TNFa en la
respuesta inmune innata (18).

Su participacion en la produccién de TNFa lo hace via (MAPKAP) MK2 y MK3, a
través de elementos ricos en AU (ARE) en la region de transcripcion 3’. La
supresion en el genoma de esta region en ratones provoca un TNFa anormal que
conlleva la expresion de genes y desarrollo de dos tipos de autoinmunidad: artritis
y enfermedad inflamatoria del intestino (36).

Para examinar el rol funcional de p38 en la respuesta inmune, analizaron la
deficiencia de la cinasa de p38 MKK3 en ratones. La disrupcion de MKK3 caus6
en aproximadamente un 40 a 70% la reduccion total de la actividad de p38 en
macrofagos tratados con LPS. La actividad residual pudo ser atribuida por MKK6 o
probablemente por MKK4. EI mismo resultado se observo por el uso de inhibidores
especificos de p38 como SB203580, SB202190 y SB202474 (29).
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Fig.15 Participacion de p38 en el proceso inflamatorio en mamiferos (18).

Por otro lado p38 también se ha visto involucrada en la activacion y diferenciacion
de células T (Fig. 16). Las células CD4 cooperadoras juegan un papel central en
la respuesta inmune. Como las células CD8 citotdxicas, 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 lleva a la
produccion de interleucina 2 por parte de la célula 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 las células T se diferencien en células efectoras (36).

Durante este proceso de diferenciacion, se expresa un nuevo patrén de expresion

de citocinas que conlleva la produccion de genes responsables de las funciones
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efectoras especificas de estas células, y también a su papel en la proteccion del
huésped de una gran variedad de patdgenos.

Se han identificado dos clases de células T efectoras CD4 en base a las citocinas
gque secretan y sus efectos inmuno-mediadores conferidos por estas citocinas. Las
células efectoras Th 1 producen citocinas pro inflamatorias como interferon-y
(IFN-y) vy linfotoxina-a (Lt-a), las cuales organizan centros inflamatorios vy
desencadenan la respuesta celular inmune contra ciertos patdégenos como
Mycobacterias, Salmonella y otros agentes a través de la activacion de defensas
antimicrobianas. Las células efectoras Th2 producen diferentes citocinas (IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10, IL-13 y otras) que estimulan a las células B para diferenciarse y
secretar anticuerpos. También interactian con diferentes tipos celulares para la
respuesta antiparasitaria. Por lo que Th2 juega un papel importante en la
proteccion contra ciertos patdégenos bacterianos y parasitos (43).

Estudios recientes también sugieren el rol de p38 en la produccion de citocinas
pro-inflamatorias como IL-2 y IL-18 para la activacion de células T. Estos
resultados se han obtenido usando inhibidores del grupo imidazol que bloguean
p38, lo cual a su vez bloquea la produccion de IFN-y por las células Th1.

P38 y JNK estan frecuentemente coordinadas en la regulacion de muchos
procesos fisioldgicos. En las células Thl, tanto p38 como JNK estan activadas de
forma selectiva, alin no se comprende bien el mecanismo de seleccidn, sin
embargo se ha encontrado que es necesaria la participaciéon de una proteina Rac2
para la activacion de estas cinasas, se cree que esta proteina juega un importante
papel en la seleccion para p38 y JNK, mientras que para activar JNK es necesaria
la expresion de GADDA45 que activa JNK mediante la activacion de MEKK4 por lo
cual se considera que si MKK4 es una de las rutas que activa p38 puede ser
también activada por esta proteina GADDA45 (12, 29, 36).
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Fig. 16 Participacion de p38 en la diferenciacion de células T (21).

Se piensa que p38 esta involucrada en el mismo mecanismo de produccion de
IFN-y en células cito téxicas CD8, sin embargo faltan mas estudios para
corroborar esta hipotesis. También se ha involucrado la participacion p38 como

reguladora de la activacion de la muerte celular programada en células CD8 (36).

[11.6.2.2. Participacion de p38 en la induccion de la enzima Ciclooxigenasa-2.
Las prostaglandinas son reguladores criticos de la respuesta inmune, la fiebre y el
dolor, también actiian como moduladores autécrinos y paracrinos de la respuesta
celular que juega un papel importante en la mitogénesis y apoptosis (29, 36).

Las prostaglandinas se forman a partir del metabolismo del acido araquidonico,
por medio de dos enzimas la ciclooxigenasa-1 y la clooxigenasa-2. EIl acido
araquidonico es un &cido graso poliinsaturado de 20 atomos de carbono que
procede de la dieta o de la conversion del acido linoléico. Se encuentra
esterificado en los fosfolipidos de la membrana celular y su liberacion se lleva a
cabo por la activacién de las fosfolipasas celulares, por estimulos mecanicos,

guimicos y fisicos o por otros mediadores, como por ejemplo C5a (34, 36).
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Como se menciona anteriormente las ciclooxigenasas catalizan la conversion de
acido araquidénico y O a prostaglandias, especialmente PGH2.

La ciclooxigenasa-1 (COX-1) es una enzima constitutiva cuya expresion es
regulada. COX-1 cataliza la sintesis de prostaglandinas en el reticulo
endoplasmico, es la Unica ciclooxigenasa presente en las plaquetas y también se
ha asociado con la produccién de tromoboxano A2. En contraste la enzima COX-2
recientemente descubierta de peso molecular de 82KDa, es una enzima inducida
gue normalmente no se encuentra presente en las células, de hecho solo algunas
lineas celulares expresan COX-2; pero su induccion es rapida y transitiva, entre
los estimulos que la inducen se encuentran factores de crecimiento y citocinas.
Entre los productos finales a los cuales se asocia COX-2 estan PGE2 y las
prostaciclinas (29, 34).

En estudios anteriores hechos en macréfagos alveolares se demostrd la induccion
de la enzima COX-2 por LPS, en este proceso se encontrd involucrada MAP
cinasa p38 (34).

Transcripcion del gen Cox2 ‘

Fig. 17. Regulacion de la expresion de COX-2 por p38 (34).
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La activacion de p38 ha sido relacionada con la expresion de diversos genes que
codifican para citocinas inflamatorias y de igual forma ha sido relacionada con la
estabilidad de mARN de COX-2, por otro lado también se menciona que p38
induce directamente la expresion de mARN de COX-2 a través de MAPKAP2, sin
embargo también se menciona que la participacion de p38 solo no es suficiente
para inducir el gen de COX-2, es necesaria la participacion negativa de la enzima
PI3K que se encuentra en la membrana celular, una vez inhibida esta enzima se

produce un aumento en la induccion de p38 (fig 17).

50



[ll. ANTECEDENTES

En los dltimos 50 afios gracias a los avances tanto en el area de la Microbiologia
Médica como en Biologia Molecular y Celular, tenemos una mayor comprension
sobre la etiologia y patogénesis de las diversas enfermedades que se presentan
en el ser humano. El area Odontologica no esta exenta de estos avances ya que
entre las principales enfermedades a las que nos enfrentamos son las
periodontales como la gingivitis y la periodontitis, las cuales han sido asociadas

con la presencia de microorganismos presentes en la placa dentobacteriana.

En estudios anteriores se ha observado que el lipopolisacarido se asocia al
receptor CD14 que se encuentra en fibroblastos gingivales humanos vy
recientemente se ha descrito que estas células expresan asi mismo los receptores
Tipo Toll 2, 3y 4. Algunas evidencias sefialan que la proteina TRL4 promueve una
serie de respuestas celulares por medio de la activacion de vias de transduccion
como la activacion de la familia de las MAP cinasas (18, 27).

Diversas investigaciones demuestran que el Acido poli-inosinico/policitidilico es
reconocido por el receptor tipo Toll 3 en diversos tipos celulares, asimismo
sugieren que el receptor tipo Toll 3 contribuye a la respuesta inmune en contra de
un estimulo viral, de igual manera la activacion del receptor participa en la
diferenciacion y muerte celular (12). Se ha demostrado que los fibroblastos
gingivales humanos expresan al receptor tipo Toll 3 tanto intracelular como

extracelularmente (12, 24).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Basandonos en la incidencia de infecciones bucodentales, como es el caso de
gingivitis y periodontitis, enfermedades caracterizadas por la inflamacion crénica o
aguda del tejido conectivo que conlleva a la perdida de piezas dentarias; ademas
sabemos que dichas enfermedades ocupan en México uno de los principales
problemas de salud, representando un gasto salutifero, que se encuentra por
encima de los recursos del pais. La periodontitis y la gingivitis estan asociadas
factores  medioambientales, demograficos y al reconocimiento de
microorganismaos. De tal manera ulilizaremos células predominantes del
periodonto induciendo proteinas que participan en la inflamacion del tejido
conectivo.

Se emplearan metodologias propias para la identificacion cualitativa y cuantitativa
a nivel transcripcional y traduccional de proteinas como western blot,

inmunohistoquimica, transfeccion y RT-PCR.

52



V. HIPOTESIS

Las células de fibroblastos gingivales humanos expresan en la membrana celular
receptores tipo Toll. Entonces, la estimulacion de fibroblastos gingivales humanos

a través del receptor tipo Toll 3, inducira la expresiéon de Ciclooxigenasa-2.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto de Poly (IC) en la expresion de COX-2 en células de

fibroblastos gingivales humanos.

Objetivos especificos

e Caracterizar las dosis efectivas en la produccion de COX-2.

e Caracterizar mecanismos de sefializacion intracelular que median la expresion

de COX-2 inducida por Poly (IC) en fibroblastos gingivales humanos.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Cultivo celular de fibroblastos gingivales humanos. (HGF)

Los fibroblastos gingivales humanos (HGF) se obtuvieron de una muestra de tejido
sano de pacientes que acuden a la clinica de exodoncia. Para la obtencion de la
muestra se solicitd el consentimiento informado de cada paciente (ISO/BQ-LIFO-
RE-001) y el proyecto fue aprobado por el comité de investigacion y de ética de la
Facultad de Odontologia.

Dentro de los criterios de inclusion, exclusién y eliminaciéon. La encia donadora
obtenida debera estar libre de inflamacién, sangrado y cualquier otra patologia
tanto local como sistémica del paciente. EIl tejido gingival que se obtuvo se
localizaba en la parte distal del 3° molar, sin presentar inflamacion, se corto
quirdrgicamente del maxilar y posterior a la remocion se lavd por 6 ocasiones con
solucion de Hanks (Invitrogen) suplementado con penicilina/ estreptomicina/
fungizona (Invitrogen). El tejido gingival se desmenuzé en fragmentos de 1 a 2 mm
y se colocd en cajas con medio Eagle modificado por Dulbecco (Invitrogen)
suplementado con 2mM L-glutamina (Invitrogen), penicilina / estreptomicina /
fungizona (Invitrogen) 100 ug/ml, 100 pg/ml y 1 mg/ml respectivamente y 10% de
suero bovino fetal inactivado por calor. El explante se incub6é a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO.. El cultivo celular se alimenté cada 3 dias hasta que las

células alcanzaron la confluencia. Las células se utilizaron entre los pases 5 a 7.

VII.2 Western Blot.

El crecimiento de celular se llevdé a cabo en caja de seis pozos, cuando se
observé una confluencia del 60-80% estas fueron ayunadas con medio de cultivo
Eagle modificado por Dulbecco al 2 %, consecuentemente las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de Poly(IC) (Sigma); para desprender las
células fue necesario retirar el medio de reaccion con ayuda de vacio vy
posteriormente se adicion6 ortovanadato de sodio (Sigma) diluido en Buffer de

Fosfato Salino a pH 7.2 obteniendo una concentracién 1mM; con la ayuda de un
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gendarme dichas células se desprendieron, la muestra se transfiri6 a tubos
eppendorf, después de centrifugarlas a 12,000 rpm durante 15 minutos el
sobrenadante fue retirado con ayuda de vacio, consecuente con este paso se
adicionaron 20 pl de buffer de lisis (0.05 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0.5 M PMSF, 10 pg/ml leupeptina, 0.4 mM ortovanadato de sodio,
10 mM de fluoruro de sodioy 10 mM de pirofosfato de sodio) (Sigma), la muestra
fue sonicada (1sx25) en un bafio de hielo; se utilizaron 50 ug de proteina que se
mezcld 1:1 con buffer de muestra 2x (20% glicerol, 4% SDS, 10% 2-
mercaptoetanol, 0.05% azul de bromo fenoly 1.25 M Tris-HCI pH 6.8; ( Sigma),
la muestra se cargo en un gel al 10% SDS-PAGE y se corrié a 50 V durante 2
horas. Las proteinas celulares se transfirieron a una membrana de PVDF (di-
fluoruro de polivinilideno) (Amersham) durante una hora a 0.3 amperes y 5 Volts.
Para cotejar que se carg6 igual concentracion de proteina en todas las muestras,
las membranas se desnudaron con una solucion de acido acético al 10% para
tratar con y-tubulina. Ulteriormente la membrana se bloqued con buffer de fosfato
salino (NaCl 150 mM , 100mM Tris- HCI pH 7.8 y 5% de suero albumina de
bovino durante 1 hora, se lavé con buffer de lavado para anti-fosfoproteinas
(Trisma base 0.02M, NaCl 0.1 M) durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se
incubd con el anticuerpo primario COX-2 anti-goat policlonal (3:10000) (Santa
Cruz Biotechnology) y para el control se utilizd y- tubulina anti-goat policlonal
(3:20000) (Santa Cruz Biotechnology); las membranas se incubaron durante dos
horas a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron durante 30 minutos y se
incubaron durante 2 horas con anticuerpo secundario, anti-goat policlonal
(3:10000) (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas caracteristicas de la proteina
de interés fueron expuestas y reveladas con el sustrato de quimio-luminiscencia
(Santa Cruz Biotechnology) la correspondiente radiografia se obtuvo después de
15 minutos de exposicion. El trabajo experimental se realizé en tres ocasiones
por separado; los resultados se capturaron con el sistema Digi Docit y se

analizaron con el sistema digital Labs-Works.
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VII.3 Inmunohistoquimica.

El crecimiento y mantenimiento de células de fibroblastos gingivales humanos se
llevé a cabo después de tripsinizar en donde son transferidas a cajas de 24 pozos
conteniendo cubreobjetos de un centimetro de diametro, cuando se observo una
confluencia del 60-80%, las células fueron ayunadas con medio Eagle modificado
por Dulbecco al 2%, subsecuentemente las células fueron estimuladas con Poly
(IC) (25 pg/mL), acido lipoteicoico (1pg/ml) y Lipopolisacarido (1mg/ml) incubando
durante cuatro horas, posteriormente el medio fue retirado con ayuda de vacio las
células fueron fijadas por 15 minutos con 2% de para formaldehido (Sigma),
permeabilizadas con tritbn X-100 por diez minutos posteriormente son lavadas
con buffer de fosfato salino durante tres ocasiones e incubadas por una hora con
un anticuerpo primario COX-2 anti-goat policlonal (1:200) transcurrido este tiempo
las células fueron lavadas en tres ocasiones con buffer de fosfato salino,
posteriormente se incubd por una con el anticuerpo secundario isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Santa Cruz Biotechnology) anti-goat (1:200), se realizaron
lavados por tres ocasiones y los cubreobjetos fueron colocados en resina y asi
poder obtener imagenes por microscopia confocal. El trabajo experimental se

repitié en tres ocasiones por separado.

VII.4 Viabilidad Celular.

El crecimiento y tratamiento celular de fibroblastos gingivales humanos se llevo a
cabo después de tripsinizar en donde son transferidas a cajas de noventa y seis
pozos; observada una confluencia celular del sesenta al ochenta por ciento, se
ayuno al cultivo celular con medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco al 2%,
posteriormente fueron estimuladas con 10, 15, 20 y 25 pg/mL del agonista del
receptor tipo Toll 3 a 24, 48 y 72 horas, una vez concluidos los tiempos de
incubacion el medio fue retirado completamente con ayuda de vacio, posterior a
esto el cultivo celular es tratado e incubado por dos horas con MTT (tretrazolio
azul real) 1 mM (Sigma) en un medio acidificado con etanol absoluto (Sigma) y

dimetilsulféxido (Sigma) para permeabilizar la membrana celular; transcurrido este
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tiempo la micro placa de 96 pozos es introducida al espectrofotbmetro para medir
indirectamente la actividad celular con una reaccion colorimétrica a través de la
reduccion del tetrazolio azul real por deshidrogenasas y reductasas
mitocondriales. La actividad enzimatica es cuantificada por el producto reducido a
500 nanémetros y fue analizada con el sistema digital Labs-Works. El trabajo

experimental se repitidé en tres ocasiones por separado.

VII.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-
PCR). Las células de fibroblastos gingivales humanos fueron crecidos y
mantenidos en cajas de cuatro pozos después de haberlos tripsinizado, cuando se
observo una confluencia del 60-80 % de crecimiento, las células fueron ayunadas
con medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco al 2%, posteriormente fueron
estimuladas con Poly (IC) (25ug /mL) e incubadas durante cuatro horas,
transcurrido este tiempo se aisl6 RNA total, posteriormente se transcribid por
Transcriptasa Reversa (Invitrogen) y posteriormente se llevé a cabo la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, utilizando los oligonucle6tidos para COX-2 sense,
secuencia (5'a 3): TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT vy anti-sense,
secuencia (5'a 3°): AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT,; para GADPH como
control sense secuencia (5'a 3): GCCAAAAGGGTCATCATCATCTC, anti-sense,
secuencia (5'a 3"): GTAGAGGCAGGGATGATGTT. La amplificacion se llevo a
cabo con la desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y
extension a 72°C por 1.5 min; la Reaccién en Cadena de la Polimerasa se generé
por 36 ciclos y como resultado del RT-PCR se obtuvo una banda caracteristica de
acuerdo al peso molecular en pares de bases, observado en un gel de agarosa al
1% tefiidos con bromuro de etidio. El trabajo experimental se repitio en tres

ocasiones por separado.
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VII.6 Transfeccién para evaluar la activad reportera de luciferasa.

El ensayo para la determinacion de la expresion del reportero a luciferasa, las
células (5 x 10%) se sembraron un dia antes de la transfeccién en placas de 24
pozos (Corning, USA). Al dia siguiente 50 ng del vector reportero de luciferasa.
Transfeccién transitoria del plasmido pNIFTY. Las células se prepararon para la
transfeccion 24 horas antes en placas de 12 pozos (Corning), en cantidades
correspondientes a 1x10° células por pocillo. La transfeccién de cada muestra se
realizo por triplicado usando el Turbofect (Thermo Scientific, USA.). Brevemente,
se usaron por muestra 1,5 pg/pocillo de ADN vy liposomas a 9,2 uM/pocillo,
considerando un volumen final de 1.050 pl/muestra; la mezcla de transfeccion (25
MI/muestra) se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min y, a continuacion,
se afadié tampdén HBS 2x (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) en cantidades
de 25 pl/muestra, y se anadieron a las células 50 pl/muestra de la solucién
obtenida de este modo durante 5 horas. Después de realizar tres lavados con PBS
(tampodn fosfato a pH 7,4) sin calcio ni magnesio, las células se cultivaron en
medio de cultivo que contenia ALC a la concentraciones indicadas en los
tratamientos hasta el momento de la lisis celular para el ensayo de la actividad
luciferasa. Como control, se afiadid6 ADN desnudo en una solucion HBS 1x.
Ensayo de luciferasa en muestras transfectadas in vitro Las células se lavaron con
PBS (tampdn fosfato a pH 7,4) sin calcio ni magnesio y se sometieron a lisis
mediante la adiciéon de 200 ul del tampdn de lisis contenido en el kit de marca
PROMEGA utilizado para el ensayo de luciferasa. Después de 20 min, se
recogieron las proteinas totales y se ensayo la actividad luciferasa en 10 pl de
cada muestra, siguiendo los procedimientos indicados en el kit; utilizando el
luminémetro GloMax 20/20, se normalizaron por mg de proteinas totales

calculados utilizando el procedimiento de Bradford.
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1 Efecto de Poly (I:C) en la expresion de ciclooxigenasa-2

Para evaluar la expresion de ciclooxigenasa-2, las células se incubaron con Poly
(:C) (25 ug/ml) a diferentes intervalos de tiempo. Los lisados celulares se
cuantificaron por la técnica de Bradford y 50 ug de proteina, se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y
transferidos a membranas de PVDF e incubados con anticuerpos anti-COX2.
Posteriormente la membrana se desnud6 y se incubd con anti- y tubulina para
determinar la misma carga en cada condicion experimental. Se realizaron tres

experimentos por separado.
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Figura 18. Curso Temporal del Efecto de Poly (I:C) en la expresién de Cicooxigenasa-2.

Las células fueron incubadas con Poly (I:C) (25 ug/ml) a diferentes intervalos de tiempo. Los lisados
celulares se cuantificaron por la técnica de Bradford y 50 pug de proteina, fueron separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), se transfirieron a
membranas de PVDF, se incubaron con anticuerpos anti-COX2. Los resultados son la imagen
representativa de tres experimentos realizados por separado. Posteriormente las membranas se
desnudaron y see incubaron con anti- y tubulina para determinar la misma carga en cada condicion
experimental. Las barras representan la media + S.E.M., los resultados se obtuvieron por
densitometria.
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VIII.1.2 Poly (I:C) induce la expresién de COX-2 de manera dependiente de la
dosis.

Las células se estimularon con diferentes concentraciones de Poly (IC), se
incubaron durante cuatro horas. Los lisados celulares se cuantificaron por la
técnica de Bradford y 50 ug de proteina, se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y transferidos a
membranas de PVDF e incubados con anticuerpos anti-COX2. Posteriormente la
membrana se desnudoé y se incubd con anti- y tubulina para determinar la misma

carga en cada condicion experimental. Se realizaron tres experimentos por

separado.
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Figura 19. Dosis Respuesta del Efecto de Poly IC en la expresion de Cicooxigenasa-2.

Las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de Poly (IC) durante cuatro horas. Los lisados
celulares se cuantificaron por la técnica de Bradford y 50 pg de proteina, fueron separadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), se transfirieron amembranas de PVDF, se
incubaron con anticuerpos anti-COX2. Los resultados son la imagen representativa de tres experimentos
realizados por separado. Posteriormente la membrana se desnudé y se incubd con anti- y tubulina para
determinar la misma carga en cada condicién experimental. Las barras representan la media + S.E.M., los
resultados se obtuvieron por densitometria.
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VIIL.1.3 Efecto de Poly (IC) en la viabilidad de los fibroblastos gingivales
humanos.

Para evaluar viabilidad en fibroblastos gingivales humanos se estimularon con
diferentes concentraciones de Poly IC durante 24, 48 y 72 horas respectivamente,
al término las células se incubaron con tetrazolio azul real durante dos horas para
determinar la proliferacion celular a través de la reduccién del tetrazolio por
deshidrogenasas y reductasas mitocondriales, dicha actividad fue medida a través
del formazan a 550 nanometros en un lector de placas. Se realizaron tres

experimentos por separado.
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Figura 20. Efecto de Poly (I:C) en la viabilidad de fibroblastos gingivales humanos.

Las células ( 2 x 10%) se crecieron en placas de 96 pozos durante toda la noche. Posteriormente se
trataron con Poly (I:C) a diferentes dosis y tiempos. Al término se retiré el medio de cultivo y se coloco
medio adicionado con MTT (5 mg/mL) durante 2 horas, se cuantificé a 550 nanémetros.
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VIII.1.4 Inmunolocalizacién de Ciclooxigenasa-2 en fibroblastos gingivales
humanos.

Las células de fibroblastos gingivales humanos se estimularon con Poly IC,
lipopolisacéarido y acido lipoteicoico, se incubaron durante cuatro horas, las células
se fijaron a los cubreobjetos con formaldehido, se permeabilizaron con triton X-
100, se incubaron durante una hora con anti-Cox-2, posteriormente se incubo con
anticuerpo secundario isotiocianato de fluoresceina (FITC) durante una hora, las
imagenes se observaron por microscopia confocal. Se realizaron tres

experimentos por separado.

Control Poly I:C

Lipopolisacérido Acido lipoteicoico

LPS LTA

Figura 21. Produccion de COX-2 inducido por el agonista de TLR3 en HGF, estimulados con
poly(I:C), lipopolisacarido y acido lipoteicoico, cada condicién fue tratada con anticuerpo primario
COX-2 y como anticuerpo secundario FITC, la expresion fue observada a través de microscopia.
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VII.L1.5 Determinar la expresion de Ciclooxigenasa-2 en fibroblastos
gingivales humanos.

Las células se estimularon con inhibidores para MEK, p38, JNK y PKC, se
incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml), se
incubaron durante cuatro horas. Los lisados celulares se cuantificaron por la
técnica de Bradford y 50 ug de proteina, se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y se transfirieron a
membranas de PVDF, se incubaron con anticuerpos anti-COX2. Posteriormente la
membrana se desnudo y se incubd con anti- y tubulina para determinar la misma
carga en cada condicion experimental. Los resultados son la imagen

representativa de tres experimentos realizados por separado.
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Figura 22. Expresion de COX-2. Las células fueron incubadas con inhibidores para MEK, p38, JNK y PKC, se
estimul6 con Poly (1:C) (25 ug/ml), se incubaron durante cuatro horas. Los lisados celulares se cuantificaron
por la técnica de Bradford y 50 ug de proteina, fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y transferidos a membranas de PVDF e incubados
con anticuerpos anti-COX2. Los resultados son la imagen representativa de tres experimentos realizados
por separado. Posteriormente las membranas se desnudaron y se incubaron con anti- y tubulina para
determinar la misma carga en cada condicion experimental. Las barras representan la media + S.E.M., los

resultados se obtuvieron por densitometria.
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VII.L1.5 Determinar la expresion de Ciclooxigenasa-2 en fibroblastos
gingivales humanos.

Las células se estimularon con inhibidores para PLC, PI3K, PKA e IkB , se
incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml), se
incubaron durante cuatro horas. Los lisados celulares se cuantificaron por la
técnica de Bradford y 50 ug de proteina, se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y transferidos a
membranas de PVDF e incubados con anticuerpos anti-COX2.. Posteriormente la
membrana se desnudd e incub6 con anti- y tubulina para determinar la misma
carga en cada condicion experimental. Los resultados son la imagen

representativa de tres experimentos realizados por separado.
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Figura 23. Expresion de COX-2. Las células fueron incubadas con Poly (I:C) (25 ug/ml) y
estimuladas con inhibidores para PLC, PI3K, PKA e IkB, Los lisados celulares se cuantificaron por la
técnica de Bradford y 50 ug de proteina, se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y transferidos a membranas de PVDF e incubados con
anticuerpos anti-COX2. Los resultados son la imagen representativa de tres experimentos realizados

por separado. Posteriormente la membranas se desnudaron e incubaron con anti- y tubulina para
determinar la misma carga en cada condicién experimental. Las barras representan la media +

S.E.M., los resultados se obtuvieron por densitometria.
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VII.L1.5 Determinar la expresion de Ciclooxigenasa-2 en fibroblastos
gingivales humanos.

Las células se estimularon con inhibidores para MEK, p38, JNK y PKC, se
incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml), se
incubaron durante cuatro horas, se aisl6 ARN total, se transcribio por
Transcriptasa Reversa y posteriormente se llevo a cabo la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa, utilizando los oligonucleétidos para COX-2 sense y COX-2 anti-
sense. Para confirmar que se utilizé la misma cantidad de RNA, se trat6 1 pug de

RNA para la expresion de GADPH como control. Los resultados son la imagen

representativa de tres experimentos realizados por separado.
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Figura 24. Expresion de COX-2. Las células se estimularon con inhibidores para MEK, p38, JNK y
PKC, se incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml), se incubaron
durante cuatro horas, se aisl6 RNA total, se transcribié por Transcriptasa Reversa, se llevd a cabo
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, utilizando los oligonucleétidos para COX-2 sense,
secuencia (5'a 3"): TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT vy anti-sense, secuencia (5'a 3):
AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT; para GADPH como control sense secuencia (5'a 3):
GCCAAAAGGGTCATCATCATCTC, anti-sense, secuencia (5'a 3):
GTAGAGGCAGGGATGATGTT.
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VIII.1.5 Determinar la expresion de Ciclooxigenasa-2 en fibroblastos
gingivales humanos.

Las células se estimularon con inhibidores para PLC, PI3K, PKA e IkB, se
incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml), se
incubaron durante cuatro, se aislé6 ARN total, se transcribié por Transcriptasa
Reversa y posteriormente se llevd a cabo la Reaccibn en Cadena de la
Polimerasa, utilizando los oligonucleotidos para COX-2 sense y COX-2 anti-sense.
Para confirmar que se utilizé la misma cantidad de RNA, se traté 1 ug de RNA
para la expresion de GADPH como control. Los resultados son la imagen

representativa de tres experimentos realizados por separado.
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Figura 25. Expresién de COX-2. Las células se estimularon con inhibidores para PLC, PI3K,
PKA e IkB, se incubaron durante treinta minutos, se estimularon con Poly (I:C) (25 pg/ml, se aisld
ARN total, se transcribié por Transcriptasa Reversa, se llevé a cabo la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, utilizando los oligonucledtidos para COX-2 sense, secuencia (5a 3°):
TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT y anti-sense, secuencia (5a 3):
AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT; para GADPH como control sense secuencia (5'a 3):
GCCAAAAGGGTCATCATCATCTC, anti-sense, secuencia (5a 3):
GTAGAGGCAGGGATGATGTT.




VII.1.6 Determinar la actividad relativa de luciferasa en fibroblastos
gingivales humanos.

Para la actividad promotora de luciferasa las células se transfectaron
transitoriamente con el plasmido pNIFTY-Luc. La transfeccién de cada muestra se
realizé por triplicado, se usaron por muestra 1,5 pg/pocillo de ADN vy liposomas a
9,2 uM/pocillo, considerando un volumen final de 1.050 pl/muestra; la mezcla de
transfeccion (25 pl/muestra) se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min vy,
a continuacioén, se afadié tampon HBS 2x (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4)
en cantidades de 25 pl/muestra, se anadieron a las células 50 pl/muestra de la
solucion obtenida de este modo durante 5 horas. Después de realizar tres lavados
con PBS (tampon fosfato a pH 7,4) sin calcio ni magnesio, las células se cultivaron
en medio de cultivo que contenia ALC a la concentraciones indicadas en los
tratamientos hasta el momento de la lisis celular para el ensayo de la actividad
luciferasa. Las células se lavaron con PBS (tampon fosfato a pH 7,4) sin calcio ni
magnesio y se sometieron a lisis mediante la adicion de 200 pl del tampdn de lisis
contenido en el kit utilizado para el ensayo de luciferasa. Después de 20 min, se
recogieron las proteinas totales y se ensayo la actividad luciferasa en 10 ul de
cada muestra, siguiendo los procedimientos indicados en el kit; se normalizaron

por mg de proteinas totales calculados utilizando el procedimiento de Bradford.
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Figura 26. Actividad relativa de
luciferasa en fibroblastos gingivales
humanos. Las células (1X10°) en
cajas de 24 pozos. Posteriormente se
trataron con 50 nm del vector reportero
de luciferasa, asi como 1,5 pg/pocillo
de ADN vy liposomas a 9,2 uM/pocillo,
considerando un volumen final de
1.050 pl/muestra; la mezcla de
transfeccion (25  pl/muestra) se
mantuvo a temperatura ambiente
durante 30 min. Ensayo de luciferasa
en muestras transfectadas in vitro. Las
células se lavaron con PBS Después
de 20 min, se recogieron las proteinas
totales y se ensayé la actividad
luciferasa en 10 pl de cada muestra,
siguiendo los procedimientos indicados
en el kit; utilizando el luminémetro
GloMax 20/20, se normalizaron por mg
de proteinas totales calculados
utilizando el  procedimiento  de
Bradford.
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IX. DISCUSION

En el primer ensayo se evalud la expresion de Ciclooxigenasa-2 con un curso
temporal, se estimulé al receptor tipo Toll 3 con Poly IC en células de fibroblastos
gingivales humanos; nuestros resultados confirman la expresién del receptor en
este tipo celular (12, 14), asimismo el estimulo del receptor induce la expresiéon de
Ciclooxigenasa-2 (Fig. 18).

En el segundo ensayo se evalud la expresion de Ciclooxigenasa-2, se estimulé al
receptor tipo Toll 3 con diferentes concentraciones de Poly IC; nuestros resultados
indican que el incremento de la expresion de Ciclooxigenasa-2 en una dosis
manera dependiente (fig. 19).

En el tercer ensayo se evalué la viabilidad celular, se estimulo al receptor tipo
Toll 3 con diferentes concentraciones de Poly IC; nuestros resultados confirman
gue no existe efecto téxico después de incubar durante 24 horas, se ha reportado
gque Poly IC puede causar efectos toxicos in vivo, incluyendo fallo renal,
coagulopatias y reacciones de hipersensibilidad (fig.20) (12,14).

El cuarto ensayo se enfocd a visualizar la expresion de Ciclooxigenasa-2 en
células de fibroblastos gingivales humanos, se estimularon con Poly IC,
lipopolisacérido y acido lipoteicoico, a través del ensayo de inmunohistoquimica
nuestros resultados confirman la expresion de Ciclooxigenasa-2 estimulando a las
células con el agonista para el receptor (fig. 21).

El quinto y sexto ensayo se dirigié a determinar la expresion de Ciclooxenasa-2,
utilizando inhibidores para MEK, p38, JNK, PKC, PLC, PI3K, PKA e IkB,
posteriormente se estimulé al receptor tipo Toll 3 con Poly IC; nuestros resultados
muestran una disminucion de expresion de la enzima utilizando inhibidores para
MEK, p38, JNK, PKC, PI3K e IkB a través del ensayo de western blot (fig. 22 y
23).

El séptimo y octavo ensayo se dirigié a determinar la expresion de Ciclooxenasa-
2, utilizando inhibidores para MEK, p38, JNK, PKC, PLC, PI3K, PKA e IkB,
posteriormente se estimul6 al receptor tipo Toll 3 con Poly IC; nuestros resultados
muestran una disminucion de la expresion de la enzima utilizando inhibidores para

JNK a través del ensayo de RT-PCR (fig. 24 y 25). Podemos sugerir que la
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expresion de Ciclooxigenasa-2 es sensible al uso de inhibidores en células de
fibroblastos gingivales humanos, mostrando que en la regulacion de la enzima
estan involucradas proteinas intracelulares pertenecientes a la cascada de
sefalizacion de las MAP cinasas (10, 36).

El noveno ensayo se dirigi6 a determinar la actividad del gen reportero de
Luciferasa unido al promotor NFkB en células de fibroblastos gingivales humanos,
se estimuld al receptor tipo Toll 3 con diferentes concentraciones de Poly IC;
nuestros resultados muestran un incremento de la actividad del gen reportero de
luciferasa en una dosis manera dependiente, estos resultados sugieren una
activacion del factor de transcripcion NFkB, regulando la actividad transcripcional
de genes que codifican para citocinas proinflamatorias.

Ademas se sabe que la activacion de los receptores tipo Toll puede tener efecto
negativo suprimiendo al sistema inmune causada por la inflamacién crénica (19).
Los resultados obtenidos sugieren que el receptor tipo Toll 3 expresado en células
de fibroblastos gingivales humanos contribuyen a la sintesis contribuye a la
sintesis de prostaglandinas, coadyuvando a la inflamacién del tejido lo que

conlleva en algunos casos a la pérdida del funcionamiento celular.
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