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Abreviaturas
AP-1: Proteina Activadora-1

ATP: Adenosin trifosfato

BK: Bradicinina

BKB1R: Receptor 1 a Bradicinina
BKB2R: Receptor 2 a Bradicinina
COX-2: Ciclooxigenasa-2

DAG: Diacilglicerol

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido desoxirribonucleico

E.E: Error estandar

ERK: Cinasa extracelular

g: Gramo

GPCRs: Receptores acoplados a proteina G
GTP: Guanosin trifosfato

h: Horas

HGF: Fibroblasto gingival humano
IL-1: Interleucina-1

[L-12: Interleucina-12

IL-1R: Receptor a Interleucina-1
IL-1: Interleucina-1 beta

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8



iNos: Oxido nitrico sintasa inducible
[P3: Inositol-1,4,5-trisfosfato

IRAK: Receptor de IL1 asociado a cinasas
[kB: Inhibidores de kappa B

IKK: I kappa B cinasa

JNK: Cinasa c-Jun N-terminal

LLR: Regiones ricas en leucina

Log: Logaritmo

LPS: Lipopolisacarido

LTA: Acido lipoteicoico

M: Molar

MAPK: Proteina cinasa activada por Mitégeno

min: Minutos

mM: Milimolar

mL: Mililitro

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

MYD88: Factor de diferenciacién mieloide 88

NFKkB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
NO: Oxido Nitrico

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos

PGE2: Prostaglandina E2

PI3K: Fosfatidilinositol-3-cinasa

PKC: Proteina cinasa C



PLA2: Fosfolipasa Ay

PLC: Fosfolipasa C
RT-PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

TRAF6: Factor 6 del receptor de TNF

TRAM: Molécula adaptadora relacionada a TRIF
TRIF: Adaptador con dominio TIR que induce IFN-f3
Ub: Ubiquitina

pg: Microgramo

uM: Micro molar

uL: Micro litro

C: Grado centigrado
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1. Resumen

Se ha demostrado que la infeccién ocasionada por determinados patdgenos estimula la
produccién de bradicinina (Bk), que es un mediador universal de respuestas inflamatorias,
ejerciendo sus efectos a través de los receptores para Bk. Los fibroblastos gingivales
humanos son las células mas abundantes en el periodonto. Diversos reportes sefialan que
expresan receptores semejantes a Toll (TLR) como es el caso del TLR1 y TLR6. Estos a su
vez podran interactuar con el TLR2 para un aumento en las capacidad de reconocimiento
de patdgenos. Lo que favorece la activacién de Bk y una posible retro alimentacion del
proceso inflamatorio, asi como un aumento en la capacidad de reconocimiento de los
diferentes ligando que iniciaron la respuesta. METODOS: Mediante ensayos de “Western-
Blot” y RT-PCR, se evaluara el efecto de BK en la expresién de los receptores TLR1, TLR6,
asi como la via de sefalizacion que conllevara a la produccion de estos
receptores.RESULTADOS: Nuestros resultados muestran que BK induce la expresién de los
receptores TLR1 y TLR6, a nivel transcripcional y trabuccional. Asi como la formacién de
heterodimeros ante un estimulo de Bk. Lo que nos sugiere que BK participa en la retro
alimentacion de los procesos inflamatorios al aumentar la expresién de TLR1 y de TLR6 a
nivel traduccional y transcripcional. Asi como la interaccion del TLR 2 con TLR1 y TLR6

Palabras clave: receptor tipo Toll, fibroblastos gingivales humanos, bradicinina

Abreviaturas: bradicinina, Bk; fibroblastos gingivales humanos, HGF; receptores
semejantes a toll, TLR

10



2.Antecedentes
2.1 Inmunidad innata

Los humanos estamos expuestos a millones de microorganismos patdgenos diariamente a
través de inhalacion, ingesta o contacto directo. Nuestra habilidad para evitar la infeccidn
depende en parte del sistema inmune adaptativo, el cual recuerda contactos previos con
patégenos especificos y los neutraliza cuando vuelven a atacar. Sin embargo, la respuesta
inmune adaptativa se desarrolla lentamente en la primera exposicion a un agente
patégeno nuevo, ya que los clones especificos de células T y B que se activan y se
expanden, tomando cerca de una semana para que las respuestas sean efectivas. Ademas,
una sola bacteria puede producir al menos 20 millones de progenies en un solo dia, por lo
gue en las primeras horas y dias de la exposicion, el sistema inmune innato nos protege
contra la infeccion. Las respuestas inmunes innatas no son especificas para un patégeno
en particular y estdn coordinadas por el sistema de complemento y células fagociticas que
reconozcan patrones conservados de los patdgenos, activandose rapidamente para
destruirlos.

Se cree que el sistema inmune innato constituye una antigua estrategia evolutiva de
defensa, que predomina en plantas, hongos, insectos y microorganismos celulares
primitivos. Dentro de las funciones del sistema inmune innato en vertebrados se
encuentran:

Reclutamiento de células inmunes hacia los sitios de infecciéon e inflamacion,
mediante la produccién de factores quimicos denominados citocinas.

- Activacion de la cascada del sistema complemento para identificar bacterias, activar
células y promover el aclaramiento de células muertas o de los complejos de
anticuerpos

- ldentificacién y remocidn de sustancias extrafias presentes en érganos, tejidos, sangre
y linfa, a cargo de leucocitos.

- Activacion del sistema inmune adaptativo mediante la presentacién de antigeno. En
los tejidos gingivales, las infecciones polimicrobianas causan inflamacidén gingival y
resorcidon del hueso alveolar. La respuesta inmune mediada por el huésped contra
esos microorganismos es lo que principalmente conlleva a la destruccidon de los
tejidos periodontales, aunque hay otros factores que pueden influir o exacerbar
dicha destruccidon. De manera general, los microorganismos residen en un matriz
de glucopolimeros en donde crean un nicho simbidtico que les permite su
supervivencia. Los microorganismos y sus endotoxinas, estimulan entonces a
células y sintesis de mediadores quimicos que regulan el proceso inflamatorio,
como parte de la inmunidad innata.

11



2.1.1 Inflamacion

La inflamacién es una de las primeras respuestas del sistema inmunoldgico de un
organismo al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos
bacterianos y por cualquier otro agresor de naturaleza biolégica, quimica, fisica o
mecanica. La inflamacion es, normalmente, una respuesta reparadora; un proceso que
implica un enorme gasto de energia metabdlica debido a la sintesis de multiples moléculas
gue coordinan la activacion de células para neutralizar el agente causal. En ocasiones,
transcurre hacia una situacién crénica que suele dar lugar a una enfermedad degenerativa
como artritis, periodontitis e incluso el cancer. En cualquier caso, la respuesta inflamatoria
estd coordinada por mediadores que se organizan en complejas redes reguladoras. Para
disecar tal entramado, es Util agrupar esas sefiales en categorias funcionales y distinguir
entre inductores y mediadores de la respuesta inflamatoria. Las primeras sefiales inician el
proceso, activando sensores especializados que promueven la sintesis de mediadores;
estos, a su vez, alteran los estados funcionales de células, tejidos y drganos, que son los
efectores de la inflamacién, de manera que permiten la adaptacién y reparacion del dano
infringido por el inductor.

La respuesta inflamatoria consta principalmente de 2 fases: una reaccién vascular y una
reaccion celular. Muchos tejidos y células estan implicados en éstas reacciones,
incluyendo el liquido y las proteinas del plasma, las células circulantes, los vasos
sanguineos y los elementos celulares y extracelulares del tejido conectivo. Las células
circulantes incluyen neutrofilos, monocitos, eosindfilos, baséfilos, linfocitos y plaquetas.
Las células del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean intimamente a los vasos
sanguineos, los fibroblastos del tejido conectivo; los macréfagos residentes y los linfocitos.
Las matiz extracelular consta de proteinas estructurales (coldgena vy elastina),
glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, coldgeno no fibrilar, tenascina, etc.) y
proteoglicanos. Por parte de los elementos liberados por las células encontramos a
factores promotores de la inflamacion Interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12), Serotoninas,
Eicosanoides, Prostaglandinas (PGE,, PGl,, PGD,), Leucotrienos (C, D, E), Oxido nitrico
(NO), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Histamina y Bradicinina (Bk). Bk es una
hormona de accién répida y fuerte, encontrando diversos estudios donde demuestran la
implicacion de Bk en la respuesta inflamatoria y en el aumento de la inmunidad otra parte
en estudios previos se ha encontrado que Bk puede retroalimentar el proceso
inflamatorio ya que promueve la activacién de Ciclo Oxigenas (COX-2) y consecutivamente
la produccion de PGE, y TNF-a. Asi como promover procesos degenerativos como la
osteoartritis. ">

2.1.1.1 Bradicinina

Diversos factores como lesiones tisulares, reacciones alérgicas, infecciones por virus y
otros trastornos inflamatorios activan una serie de reacciones proteoliticas que generan
dos péptidos vaso activos de la clase de las cininas a las que se les ha denominado
Bradicinina (BK) y calidina en los tejidos. Dichos péptidos son autocoides que actuan
localmente y producen dolor, vasodilatacién, aumento en la permeabilidad vascular y
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sintesis de prostaglandina. De este modo integran un subgrupo de un gran nimero de
mediadores que contribuyen a la respuesta inflamatoria. Bradicinina es un nonapéptido
de bajo peso molecular (1060.21 Da y de férmula general = C5gH73N15011) *. (Fig. 1) Su

concentracion en circulacion es relativamente baja se encuentra en el rango de 0.27 a 7.1
pM y su vida media es de aproximadamente 15s. Es metabolizada rapidamente por
metaloproteasas entre las que se encuentran, la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), endopeptidasa neutral (NEP), carboxipeptidasa y aminopeptidasa.>®

Fig. 1 Esquema de la estructura quimica de Bradicinina. Descripcion

(www.hemicalbook.com)

2.1.1.2 Historia de la Bradicinina.

Entre 1920 y 1939, Frey y colaboradores identificaron una substancia que causaba
hipotensién y demostraron que podria obtenerse un material similar en saliva, plasma y
diversos tejidos. El pancreas era una fuente rica de tal sustancia, razon por la cual la
llamaron calicreina, con base en el sinénimo griego de dicho érgano Kallicrea. En 1937
Werle Gotze y Keppler definieron que las calicreinas generan una sustancia
farmacolégicamente activa, a partir de algln precursor inactivo presente en el plasma. En
1948 Werle y Berek llamaron a las sustancia activa Calidina y demostraron que era un poli
péptido separado de una globulina plasmética que llamaron calidinogeno.’

El interés en este campo se intensificd cuando Rocha y Silva en 1949 sefialaron que la
tripsina y algunos venenos de serpientes actuaban en la globulina plasmatica para
producir una sustancia que disminuia la presién arterial, ocasionado contraccién de
aparicion lenta en el intestino. Ante esta respuesta lenta, llamaron a tal sustancia
Bradicinina término proveniente de la raiz griega bradys que significa lento y kinein que es
movimiento. En 1960 Elliot y colaboradores aislaron el nonapéptido Bradicinina que fue
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sintetizado por Boissonnas. Muy poco después advirtié que la Calidina era un decapéptido
es decir una Bradicinina mas un residuo de lisina.

En 1980 Regoli y Barabe dividieron los receptores de cinina en clases B1 y B2. A mediados
del decenio de 1980 fue posible la sintesis de la primera generacidon de los antagonistas
del receptor y por consiguiente el avance en el conocimiento en la senalizacion.
Bradicinina siendo nonapéptido se deriva del plasma donde esta presente en forma de su
precursor denominado cimindgeno de alto peso molecular (HMWHK). Esta glicoproteina
precursora es degradada por la enzima proteolitica, la calicreina que debe ser activada por
su precursor la precalicreina por la activacion de factor XIl (HAGEMAN) que se genera del
contacto del factor Xll con los tejidos lesionados en especial con colagena y membrana
basal vascular.®

2.1.1.3 Sistema endégeno de calicreina- ciminégeno-cinina

Este sistema fue descubierto en 1909 (Abelous & Bardier) cuando unos investigadores
observaron que una inyeccion deorina(con un nivel elevado de Cininas)
producia hipotension. Los investigadores Emil Karl Frey, Heinrich Kraut y Eugen Werle
descubrieron el cimindgeno de alto peso molecular en la orina hacia 1930. Encontrando
dentro de este sistema diversos integrantes. °

De origen proteico:

El cinindgeno de peso molecular elevado (CEPM) y el cininégeno de peso molecular
reducido (CEPR) son precursores de los polipéptidos. Presentan actividad en si mismos.

. El CEPM es un producto delhigadojunto con la precalicreina. Actlua
principalmente como cofactor de la coagulacién y la inflamaciéon y no presenta
actividad catalitica intrinseca.

. El CEPR se produce de forma local en numerosos tejidos y se secreta junto con la

calicreina tisular.
Polipéptidos

. Bradicinina, que actua en el receptor B2R y levemente en el B1R, se produce
cuando la calicreina la libera desde el CEPM. Se trata de un nonapéptido con la
secuencia decaminoacido Arg-Pro-Pro-Gli-Fe-Ser-Pro-Fe-Arg.

. La Calidina es liberada desde el CEPR por la calicreina tisular. Se trata de un
decapéptido.™®
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El sistema calicreina-cininaes un sistema poco definido de proteinas sanguineas de
importancia en las inflamaciones, el control de la presidon sanguinea, la coagulaciény
el dolor. Sus importantes mediadores, la Bradicininay la Calidina son vasodilatadoresy
actuan sobre muchos tipos de células. Este sistema incluye un grupo de sustancias activas
gue provocan una reaccion en cadena y es desencadenado por la activacién superficial del
factor Hageman; ademds este sistema da lugar a la liberacién de un nonapéptido
vasoactivo, denominado Bradicinina (BK), que es un potente agente que incrementa la
permeabilidad vascular y estimula la contraccién del musculo liso y la dilatacién de los
vasos sanguineos. Su participacion se limita a faces tempranas de permeabilidad vascular.
La accidn de la Bradicinina es corta ya que resulta inactivada rapidamente por la cininas.
La bradicinina siendo nonapeptido se deriva del plasma donde esta presente en forma de
su precursor inactivo denominado zimindgeno de alto peso molecular (HMWHK). Esta
glicoproteina precursora es degradada por la enzima proteolitica, la calicreina que debe
ser activada por su precursor la precalicreina por la activacion de factor XIl (HAGEMAN)
gue se genera del contacto del factor XlIl con los tejidos lesionados en especial con
coldgena y membrana basal vascular. ™

Las cininas constituyen grupo de péptidos de 9 a 11 aminoacidos estructuralmente
relacionados con el nonapéptido BK. El primer grupo de cininas incluye apenas los
productos primarios liberados proteoliticamente de los cinindgenos: BK o lis-BK. BK actian
como hormonas pardcrinas, estimulando receptores transmembranal acoplados a la
proteina G heterotrimérica (subtipo B;) de Bradicinina. Entre diversas funciones biolégicas
importantes, la activacion del receptor constitutivo B, induce la vasodilataciéon, aumento
de la permeabilidad vascular y sensibilidad al dolor, contraccién de la musculatura lisa,
maduracion de células dendriticas. El efecto, a distancia, de BK sobre B;R es controlado
por enzimas que las degradan, como por ejemplo, por la enzima conversora de
angiotensina. Mientras el B,R é expresado constitutivamente en la superficie celular
(células endoteliales, musculo liso, células epiteliales, fibroblastos, células neuronales y
células dendriticas), el receptor de subtipo B;tiene una baja expresidon en tejidos
normales. La expresion celular de B;R aumenta debido a la activacidén de cinasas activadas
por mitégeno (MAPK) y del factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB), en repuesta
al dafio, infeccién o inflamacion. Resulta importante destacar que la especificidad
farmacoldgica del B4R difiere de la del B,R: por las diferencias de afinidad de los agonistas
de BiR ([des-Arg’]-BK y [des-Arg]-LBK), que son metabolitos generados por la accién
proteolitica sobre la Arg C-terminal de BK o LBK, por la accién de la cininasa. En estados
inflamatorios crénicos, la activacion de B;R induce el reclutamiento de leucocitos
circulantes para los tejidos, contribuyendo con la fibrosis de tejidos y angiogénesis. '
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Bk participa en la respuesta inflamatoria cuando ésta es reconocida por su receptor de
membrana desencadena sefales intracelulares que culminardn en la produccion de
factores pro inflamatorio como IL-8". Por otra parte se ha demostrado que la Bradicinina
12 Bk esta

involucrada en la proliferacién celular ya que algunos reportes demuestra REFERENCIA

aumenta la activacion de COX-2 y su consiguiente produccién de PGE,.

qgue al ser incubadas los fibroblastos gingivales humanos con esta hormona y algunos
otros factores de crecimiento la tasa de proliferacion aumenta considerablemente
demostrando asi que esta hormona a pesar de estar clasificada dentro de los agentes que
causan inflamacién también tiene un roll en la cicatrizacién de los tejidos. ** El sistema
calicreina-cinina es un sistema poco definido de proteinas sanguineas de importancia en
las inflamaciones, el control de la presién sanguinea, la coagulaciony el dolor. Sus
importantes mediadores, la bradicininay la Calidina son vasodilatadores y actian sobre
muchos tipos de células.™

2.1.1.4 Metabolismo

El decapeptido Calidina tiene casi la misma actividad que el nonapéptido Bradicinina y es
innecesario que se transforme en este Ultimo para que genere sus efectos caracteristicos.
Se produce conversion moderada de Calidina en Bradicinina conforme la aminopeptidasa
plasmatica separa el residuo de lisina en la terminacién amino. Sin embargo la reaccién
mencionada es lenta en comparacion con la velocidad de inactivacion por hidrolisis en la
terminacion carboxilo. La minima estructura eficaz necesaria para desencadenar las
respuestas clasicas de la Bradicinina.’

La Bradicinina tiene una existencia brevisima y su vida media en el plasma es solo de unos
15 segundos. Aun mas en un solo paso por el lecho vascular pulmonar puede destruirse
del 80 al 90% de las Cininas. En la circulacién se identifican Unicamente concentraciones
pico molares.

2.1.1.5 Receptores de Bradicinina

Los receptores de Bk son receptores acoplados a proteinas G y se los llama asi por la
forma en la que funcionan interactuando con componentes intermedios en el proceso
como la proteina G. Estos receptores también llamados receptores serpentinos en funcion
a sus siete dominios transmembranal (Fig. 2). Dentro de los receptores para Bradicinina se
encuentran B1R y B2R siendo los de mayor estudio que a continuacion describiremos.®
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Fig. 2 Esquema del receptor para Bradicinina DESCRIPCION mostrando los 7 dominios
membranales con una porcion extracelular y otra intracelular

Se conocen como minimo dos receptores diferentes de Cininas que han sido llamados
B1Ry B2R. El receptor cldsico, llamado ahora B,, liga selectivamente Bradicinina vy
Calidina, siendo constitutivo en casi todos los tejidos normales. Media la mayor parte de
los efectos de la Bradicinina y Calidina, en ausencia de inflamacién. El receptor B1R se liga
de modo selectivo a los metabolitos des-Arg en la terminacidn carboxilo, de la Bradicinina
y Calidina y es menor su numero que el del receptor B2R en casi todos los tejidos. Los
receptores B; estan en el musculo liso normal de vasos; son regulados en forma aditiva
por la inflamacién Durante situaciones de estrés, como traumatismo, presion tisular o
inflamacién, pueden predominar los efectos en receptores B1R . Los mecanismos de envio
de sefiales de dichas estructuras no se han definido con la precisién que se ha obtenido

17
con los receptores B2R .

El receptor B2R se acopla a proteinas G y activa a las Fosfolipasa A, y C. La activacion de la
Fosfolipasa C inducida por cinina hace que aumente IP3 y por consiguiente el aumento del
calcio citosélico asi como el diacilglicerol que activaran a proteina cinasa C. Se ha
demostrado que la Bradicinina activa a la proteina cinasa C dependiente de calcio y a la
gue no depende de este ion, asi como a las isoformas atipicas. La estimulacion de la
Fosfolipasa A; libera acido araquidénico de los fosfolipidos de la membrana. El acido
araquidonico liberado puede ser metabolizado a la forma de mediadores inflamatorios
potentes.'®

2.1.1.6 Antagonistas

Los primeros antagonistas de cinina fueron agonistas parciales y su vida media fue breve
por degradacion enzimatica in vivo. en los comienzos del decenio de 1990, se sintetizaron
antagonistas de Cininas mas selectivos y de accién mas larga al sustituir aminoacidos
sintéticos en posicidn clave como lo es HOE 140 y también se han obtenidos antagonistas
no peptidicos para B2 como es el caso de WIN 64338."°
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El primero antagonista de B2R no peptidico de bradicinina se sintetizé por Sterling
Winthrop en 1993, WIN 64338. Dicho compuesto, sin embargo, mostré baja actividad de
union al receptor B2 humano. Derivados de quinolina e imidazopiridina reivindicados por
Fujisawa, que a partir de 1996, publicé datos farmacolégicos y estudios con respecto al
novedoso antagonista no peptidico FR 173657 y los analogos del mismo, han mostrado
una actividad muy interesante. Este compuesto fue de primordial importancia en la
busqueda de antagonistas de B2R no peptidicos novedosos debido a su selectividad,
potencia y actividad tras administracién oral. Tras la publicacion de las patentes de
Fujisawa, se reivindicaron estructuras similares en patentes por Fournier y Hoechst. Los
compuestos de Fournier también tienen una quinolina unida a diclorobenceno; una
sulfonamida sustituida conecta esta parte de la molécula a un anillo aromatico a través de
un ligador basico. Fournier anuncié en mayo de 1998 el inicio de la fase clinica | para el
antagonista de B2R no peptidico LF 16.0687 En vista de las posibles ventajas de los
antagonistas no peptidicos (estabilidades enzimdticas y metabdlicas, alta
biodisponibilidad) con respecto a los antagonistas peptidicos, es deseable la busqueda de
antagonistas de receptor B2R no peptidicos novedosos.

2.1.1.7 Senalizacion intracelular

Los receptores para bradicinina se localizan en membrana plasmatica y en la porcion
citoplasmatica se acopla a una proteina G Llamandose asi ya que esta proteina interactua
con Guanosin trifosfato (GTP) que conducente a la hidrdlisis del nucleétido Guanosin
difosfato (GDP) y de la inicial de guanosina, recibe este nombre Encontrandose a estas
proteinas dentro de una super familia que comprende a diversos miembros y cada uno de
estos miembros tiene diversas vias por las que desencadenaran efectos diversos en la
célula (Tabla. 1). *°

Debido a suestructura molecular, las proteinas G se clasifican en dos tipos,
heterotrimérica y manométricas. Las primeras, grandes o heterotrimérica, estan
constituidas por tres subunidades distintas, denominadas a, B, y. Las segundas, pequenas

s . 7. . . . ’ 21
0 manomeétricas, con una unica subunidad, se encuentran libres en el citoplasmay nucleo.

Estas proteinas se encuentran activadas cuando poseen GTP en su estructura, e
inactivadas cuando se trata de GDP. Por tanto, la actividad de GTPasa es crucial para su
funcionamiento como interruptores bioldgicos. Dicha actividad hidrolitica se modula
también mediante proteinas accesorias, como son las pertenecientes a los siguientes

grupos:
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. GEF, de las siglas en inglés de factor intercambiador de nucleotido de guaninan. Se
trata de un factor proteico que facilita el intercambio de GDP de la estructura de la
proteina G por GTP, por lo cual la activa.

. GAP, de las siglas en inglés de proteina aceleradora de la actividad GTPasa, que favorece

la ruptura del enlace fosfodiester del GTP a GDP, por lo cual inactiva a la proteina G.

Tabla 1 Clasificacion de proteina G

Clase Ga Efector asociado Segundo mensajero  Receptores

G.a Adenil ciclasa Aumento de AMPc B-adrenérgico,
glucagodn,
serotonina,

vasopresina

Gia Adenil ciclasa, canal Disminucion AMPc, a2-adrenérgico,
de K* cambio en muscarinico
el potencial de de acetilcolina
membrana
Golfa Adenil ciclasa Aumento AMPc Olfatorios
G,a Fosfolipasa C Aumento /Ps;, DAG al-adrenérgico
Goo Fosfolipasa C Aumento /Ps;, DAG Acetilcolina
de células
endoteliales
Gia cGMP Disminucién cGMP Rodopsina de |las
fosfodiesterasa células baston
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La via de sefalizacion para BK se encuentra acoplada al sistema fosfolinositol- calcio. Inicia
con el reconocimiento del ligando por el sitio activo produciendo diversos cambios
conformacionales que desencadenardn la activacion de la proteina G que como vya
mencionamos se encuentra en la porcién citoplasmatica de la célula. Una vez activada
esta proteina las subunidades a, B, Y que se encontraban unidas por GDP e inactivas se
desacoplan por la accién del GTP creando 2 subunidades(Fig. 3). A consecuencia de dicha
interaccion, G, cambia su conformacion, se disocia el GDP y se adopta GTP, por lo que la
proteina se encuentra activa. G, se desplaza separdndose del resto de subunidades
aprovechando su independencia derivada de la posesién de anclas en la bicapa lipidica.
Una vez disociada este complejo G, activara a su efector que en este caso es la fosfolipasa
C que tendra como destino final la hidrolisis de un fosfolipido de la membrana plasmatica
con la liberacién de 2 productos uno hidréfobo, por lo que permanece en la membrana y

. ,1- oys . 22,23,24
otro hidrofilico, que se solubiliza en el citoplasma. =~ 3

00000084 « | ]| « | | S00000000086(

GDP

GTP

Fig. 3 Esquema del receptor serpentino acoplado a la proteina G que esta formada por 3
subunidades siendo estables cuando tiene unido el GDP

Una vez liberado inositol trifosfato al citoplasma este viajara hasta su sitio efector
localizado en el reticulo endoplasmatico donde serd reconocido por su receptor que
desencadenard la liberacién de calcio al citoplasma que tendrd como finalidad la
activacion de diversas proteinas como es el caso de PKC clasificada como serin/treonina
cinasas, de las cuales se han caracterizado 12 isoformas que se encuentran agrupadas en 3
subfamilias; las convencionales integradas por PKC-a, -8, -6ll, y -y, que requieren de
calcio, diacilglicerol y fosfatidilserina para su activacién; Nuevas integradas por PKC-§, -¢, -
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n, y =9, que requieren de diacilglicerol y fosfatidilserina pero no necesitan de calcio para
ser activadas; las Atipicas, integradas por PKC- ¢ and A/t, que requieren Unicamente de
fosfatidilserina para su activacion.”” Estas proteinas estan implicadas en mdltiples
funciones bioldgicas como la desensibilizacién de receptores, en la modulaciéon de la
estructura de la membrana, regulacién de la transcripcidn, respuesta inmune, crecimiento
celular, aprendizaje y memoria. Estas funciones se consiguen mediante la fosforilacion de
PKC mediada de otras proteinas. 2° Esta proteina al momento de ser activada viajaré a la
membrana citoplasmatica donde se unird con el segundo producto de la hidrolisis del
fosfolipido de la membrana Diacilglicerol que por su estructura hidrofébica se quedara
unido en a la membrana plasmatica esperara la interaccion con esta proteina recién
activada para que pueda activar a otras proteinas como es el caso del factor de
transcripciéon NFKB que una vez activado viajard al nucleo donde se unirad al DNA para
favorecer la transcripcidon de varios genes que daran origen a diversos mecanismos como
la liberacién de factores inflamatorios.”’ (Fig. 4)

ar.n. 1.

Fig. 4 Esquema del sistema fosfo-inositol calcio. que se inicia con la activacién del
receptor acoplado a una proteina G que desencadenara sefiales intracelulares para la
liberacién de calcio como segundo mensajero que activara proteinas como PKC y factores
de transcripcion como NFkB
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2.1.1.8 Antecedentes de Bradicinina en HGF

Los fibroblastos gingivales al ser células del tejido conectivo en donde se lleva a cabo
procesos de inflamacién presentan receptores para Bradicinina donde algunos reportes
mencionan su deteccidn por Inmunocitoquimica tanto en fibroblastos como células
epiteliales, las glandulas submucosas, musculo liso, células del endotelio vascular y
macréfagos.?®

Los receptores de Bk en algunos modelos experimentales se han determinado que juegan

un papel importante en la senalizacion de diversos mecanismos como presion arterial
. . 2

elevada y cuando se bloquea el receptor B2 esta disminuye *

La Bradicinina a pesar de ser un factor pro inflamatorio en los fibroblastos se a
demostrado que juega un papel importante en la proliferacién célular, a través del
receptor B2 y por la via de sefalizacion de las MAPKs. Ya que la tasa de proliferacién
aumenta con la presencia de Bk y cuando se inhibe al receptor B2 la proliferacion
disminuye®

Asi como Bk induce la proliferacién de las células, existen procesos en los que aceleran los
procesos inflamatorios como en la osteoartritis, por lo que se ha encontrado que el
receptor implicado en la sefializacién intracelular es B2, ya que al bloquear a este receptor
se ve disminuido el proceso degenerativo de la osteoartritis. > En otros estudios se ha
demostrado que Bk puede activar a diferentes proteinas citoplasmaticas, que estan
relacionadas con la produccién de factores pro inflamatorios como COX-2 que esta
implicado en la produccion de PGE;, asi mismo como la produccion de otros mediadores
como TNF-a*?

Se ha visto que esta hormona al estar implicada en la proliferacién celular, puede
presentar un efecto de sinergia cuando se incuba con otros factores de crecimiento como
el factor de crecimiento epidérmico aumentando considerablemente el crecimiento. *

La bradicinina también estd implicada en procesos de cicatrizacion como se ha visto en los
fibroblastos de ligamento periodontal, donde se crea una herida la cual presentara un
cierre mas rapido en presencia de Bk.>* Por otra parte en algunos otros modelos
experimentales, se ha comprobado que la Bradicinina lleva a cabo procesos de
angiogénesis, como es el caso de cardiomiocitos de ratén en donde se generaron
momentos de hipoxia y al ser estimulados con Bk generaba se inicia la formacion de
NUevos vasos sanguineos>>

Otros mecanismos descritos en HGF al ser estimulados con Bradicinina son su potente
efecto inflamatorio, una retroalimentacion del proceso inflamatorio que desencadeno la
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protedlisis de Bk, comprobdndose con el aumento de la activacién de la proteina
citoplasmatica COX-2, que dardan lugar a la produccion de Prostaglandinas asi como la
produccién de IL-8. Productos proteicos que seran liberados al espacio extracelular para
desencadenar efectos en las células adyacentes.?®

Dentro de los procesos patoldgicos la Bradicinina también tiene efectos en el deterioro
cognoscitivo. Se ha encontrado recientemente que se correlacionan con los cambios en
las senales inflamatorios como el TNF- a y IL-1P3, siendo PKC una isoenzimas que regula
los niveles de TNF- a, IL-6 y la liberacidon de otras Citocinas. Existen algunos estudios que
tratan de explicar la relacion de algunas proteinas citoplasmaticas que se activen como las
MAPK en especifico la fosforilacion de Erkl Erk2 en respuesta a los agonistas
inflamatorios como lo es bradicinina, que activara las vias de pKC.*

Otros efectos evaluados sobre la estimulacién de Bk en células dendriticas inmaduras, han
sido la maduraciéon de estas células. Por lo que se ha descrito la relacién que tiene esta
hormona en el inicio de la inmunidad innata. Como se demuestra en modelos
experimentales donde se bloquea la producciéon del receptor TLR-2 presentando
infecciones en el tejido y al ser estimulados con Bradicinina el reconocimiento de
patdgenos aumenta al mismo tiempo que la produccién de TLR-2.*® Con todos estos datos
se han dedicado a identificar la forma por el que Bk aumenta la expresion de los
receptores toll-2 y 4 en musculo de traquea. Encontrando una sobre activacion de las vias
de senalizacion de las MAPK como es JNK, p38 y ERK que al ser activadas daran el inicio a

un proceso de transcripcion para el aumento de los receptores tipo Toll.>

2.1.2 Receptores Toll

La proteina Toll fue identificada como un componente esencial de la via que establece el
desarrollo dorso-ventral del embridon de Drosophila melanogaster. Dos investigadores
Nusslen- Volhard y Wieschaus Galardonados con el Premio Nobel por sus aportaciones en
el estudio del desarrollo embrionario de Drosophila, estudiaron mutaciones letales que
afectaban al desarrollo del cigoto de Drosophila. Encontraron una linea de embriones
procedentes de hembras heterocigotas que presentaban una mutacién en un gen que
impedia el desarrollo del mesodermo y del sistema nervioso central. Identificando el gen
mutado y comprobaron que daba lugar a un receptor transmembranal que denominaron
Toll. Este receptor activa también el factor de transcripcién denominado® Dorsal (que es
homoélogo al factor de transcripcion NF-kB en vertebrados) al mediar la degradacién de
Cactus, una proteina represora de Dorsal. Una vez liberada de Cactus, Dorsal puede
trastocarse al nucleo donde activa genes especificos, capaces de activar o reprimir la
expresion de genes que intervienen en el desarrollo embrionario de Drosophila. Debido a
la homologia de Toll con el receptor de interleucina | (IL-1R) y a la conservacidn de los
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canales de sefializacién en ambos sistemas, se propuso que Toll estaba involucrado en la
regulacidon de la respuesta inmunitaria. Posteriormente, se descubridé que la proteina Toll
tiene un papel central en la respuesta inmune de la Drosophila adulta y que la via de
sefializacion de Toll es necesaria para inducir la transcripcidon de un gen que da lugar a un
péptido anti fungico denominado drosomicina en respuesta a una infeccién por hongos.
En estudios posteriores se observé que moscas adultas con mutaciones en el gen Toll
eran incapaces de inducir la expresién del péptido drosomicina cuando eran infectados
con Aspergillus fumigatus. Estos mutantes no eran susceptibles a infecciones bacterianas,
lo que sugeria que la respuesta antibacteriana y la respuesta anti fungica seguian distintas
vias de sefalizacion.(Fig. 5)**

Fig. 5 Vias de sefializacion de los receptores TOLL y la comparacion con Receptores
semejantes a TOLL (Nature Reviews 2000) Pie de figura.

En la actualidad, en Drosophila, se han encontrado nueve miembros de la familia Toll
entre los que se encuentran receptores capaces de reconocer componentes bacterianos
como la proteina de la familia Toll presente en Drosophila denominada 18-Wheeler *%.
Poco tiempo después, mediante busquedas en las bases de datos de identificadores de
secuencias expresadas, y utilizando secuencias conservadas en el dominio de sefalizacion
de Toll/RIL1, se identificé un homdlogo del receptor Toll de Drosophila en el humano. *

2.1.2.1 Receptores Toll en Humanos

En los mamiferos, incluyendo al hombre, existe un sistema de receptores de
reconocimiento de PAMPs que por su semejanza en estructura y funcién con el sistema
Toll de Drosophila se denominan receptores semejantes a Toll. Tagushi en 1996 describid
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el primer TLR en humanos, al que denomind TIL y que corresponde a TLR1 **. Medzhitov
identificod la segunda molécula en 1999, la denomind Toll actualmente TLR4 y demostrd
gue inducia la activacion de factor nuclear kappa beta y la cascada de sintesis de Citocinas
pro inflamatorias *°. La importancia de este descubrimiento fue la implicacion de los TLR
en la respuesta inmune innata en el humano. Hata el momento se han descrito 13 TLR en
humanos, los cuales son proteinas transmembranal con un dominio extracelular de
segmentos repetidos ricos en leucina, un dominio transmembranal y uno intracelular
denominado TIR, el cual es similar al dominio intracelular del receptor de Interleucinal. *

Los TLR se expresan tanto en tejido linfoide como no linfoide. El TLR 1 se expresa en
monocitos, neutrdfilos, células B y células NK. Los TLR2 en monocitos, neutrdfilos y células
dendriticas. TLR3 en células dendriticas. TLR4 en monocitos, neutrofilos, células
dendriticas y endoteliales. TLR5 en monocitos y células dendriticas. El resto de TLRs se
expresan fundamentalmente en monocitos y células dendriticas. *’

En los ultimos afios referencia, miembros de la familia TLR han sido clonados y su
distribucién en las distintas especies indica que el sistema de sefalizacidon de TLR estd
altamente conservado. Actualmente se han descrito once miembros de la familia TLR en
mamiferos, su distribucidn en los distintos tejidos ha sido estudiada y se ha comprobado
gue una gran variedad de células expresan receptores similares a Toll de Drosophila,
principalmente se encuentran presentes en células mieloides, miocitos cardiacos, células
endoteliales y linfocitos T gamma/delta. Al estudiar los dominios extracelulares de las
proteinas de la familia Toll se ha observado que son dominios muy divergentes.
Comparando TLR2 y TLR4, su homologia es del 24%, lo que explicaria su activacién por
distintos ligandos. Esta diferencia se hace patente también entre genes homdlogos de
diferentes especies, por ejemplo, el TLR4 de ratén presenta una homologia del 53% con el
TLR4 humano. A diferencia del dominio extracelular, el dominio citoplasmatico esta
bastante conservado a lo largo de la evolucién, el TLR4 humano y del ratdén presenta una
homologia del 83%."®

Los TLR se encuentran clasificados como RRP, los cuales pueden activar vias de
sefializacion que tiene como finalidad la produccion y liberacion de elementos
antimicrobianos promoviendo asi la inflamacion (Tabla 2). La activacion de los TLR
expresados en células presentadoras de antigeno especializadas como las células
dendriticas, desempefian un papel crucial en la iniciacién de respuestas inmunitarias
adaptativas. La activacion de los TLR provoca la expresion de péptidos antigénicos sobre
su superficie celular, que estan unidos a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad y activan células T especificas de antigeno.*’
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Los péptidos propios expresados y presentados por las células presentadoras de antigenos
no son reconocidos como extrafios, porque las células T especificas para estos péptidos
son eliminadas durante la seleccidon negativa en el timo. De esta manera, la seleccidn
negativa y la induccién microbiana de moléculas co estimuladoras juntas, aseguran que la
respuesta inmunitaria adaptativa sea generada contra patégenos infecciosos, pero no
contra antigenos propios. Los TLRs se han especializado en el reconocimiento de
diferentes PAMPs. >°

Referir la TABLA
Tabla 2 Clasificacion de los TLR

Receptor Localizacion Ligando Origen de Adaptadora Ubicacion del receptor Factor de
Genoma ligando Transcripcion
activado
TLR-1 4p14 Lipopéptidos Bacterias MYDS88 Superficie celular NFkB
triaciles
TLR-2 4q32 Glicolipidos Bacterias MYDS88 Superficie celular NFkB
lipopeptidos muiltiples Bacterias
Lipoproteinas multiples Bacterias
Acido lipoteicoico Bacterias
Zymosan Fungi
TLR-3 4q35 ARN de doble candena Virus TRIF Compartimiento celular NFkB y C-JUN
Poly:C
TLR-4 9g32-33 lipopolisacérido Bacterias MyD88 Superficie celular NFkB
proteinas de choque térmico Bacterias TRIF
Fibrinégeno Celulas hospedero TRAM
TLR-5 1941-q42 Flagelina Bacterias MYD88 Superficie celular NFkB y C-JUN
TLR-6 4p14 lipopéptidos diaciles Mycoplasma MYD88 Superficie celular NFkB
TLR-7 Xp22.3 ARN de cadena simple Virus MYD88 Compartimientos Desconocido
TLR-8 Xp22 Compuestas sintéticas Virus MYD88 Compartimientos Desconocido
pequeiias; ARN de cadena
simple
TLR-9 3p21.3 oligonucleétido ADN CpG no Bacterias MYD88 Compartimientos Desconocido
metilado
TLR-10 4p14 Desconocido Hongos MYDS88 Superficie celular Desconocido
TLR-11 Desconocido Acido hialurénico Toxoplasma gondii MYD88 Compartimientos Desconocido
TLR-12 Desconocido Desconocido Desconocido Desconocido Desconocido Desconocido

26



TLR-13 Desconocido Desconocido Virus MYD88 Compartimientos Desconocido

2.1.2.2 Estructura de los TLR

Los receptores Toll son proteinas de membrana de tipo |. Son glicoproteinas integrales de
membrana que se caracterizan por tener una arquitectura conservada que consiste en dos
dominios, un dominio extracelular rico en repeticiones ricas de leucina (LRR) y un dominio
intracelular o citoplasmatico homélogo al receptor para IL-1

Dominio extracelular .

El dominio extracelular estd compuesto de entre 19 y 25 repeticiones de una secuencia de
24 residuos de LRR, que se caracterizan por tener una porcion de residuos hidrofébicos en
las regiones extracelular membranal y citopldsmica. Muchos miembros de la familia de
LRR estdn involucrados en el proceso de embriogénesis y desarrollo, han sido implicados
en el desarrollo y mantenimiento de la regidon neural en humanos. Sin embargo han
observado que alteraciones en el patréon de la expresién de LLR conduce al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. >

Dominio intracelular o citoplasmatico

Se ha demostrado que existe una gran homologia entre el dominio intracelular de los
receptores Toll de Drosophila y el receptor de interleucina-1(IL-1R) de mamiferos debido a
gue se ha observado que las moléculas que participan en las vias de transduccion de los
receptores Toll son similares a las que utilizan cuando se activa al IL1-R. Estas similitudes
se extienden a los sistemas de defensa de aves, mamiferos y plantas cuando se exponen a
diferentes patdgenos. EI dominio intracelular en la cola citoplasmatica tiene una region
conservada de aproximadamente 200 aminoacidos, comprende una estructura general de
a- hélices y ldminas B.Contiene 5 hendiduras paralelas de laminas B, rodeadas por 5 a-
hélices conectadas entre si por loops flexibles. Asi como también tiene una regién corta de
(2-10 residuos), seguida por una a-hélice que une al domino LRR extracelular al dominio
TIR intracelular. Dentro del dominio TIR, las regiones de homologia comprenden tres cajas
conservadas que son cruciales para la sefializacion. En estudios realizados de las
estructuras cristalinas de los dominios TIR de TLR1 y TLR2, se ha establecido la
dimerizacidon dominio TIR, la cual se produce mediante la interaccién entre las regiones
del loop BB, una ldmina B y una a-hélice, lo cual permite la dimerizacién del receptor y el
reclutamiento de proteinas adaptadoras>(Fig.6).
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Fig.6 Estructura molecular de los TRL. A: Dominio extracelular rico en motivos de leucina
(LRR), B: Domino transmembranal, C: Dominio intracelular homologo al receptor de IL/Toll (TIR)

2.1.2.3. Seiializacion de los TLR

Una vez que el ligando es reconocido por el TLR este sufre un cambio conformacional
reclutando en su dominio TIR proteinas adaptadoras siendo las responsables de iniciar la
sefializacion intracelulares, las cuales estan integradas MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM y
SARM. >**>. MYD88 presente en la mayoria de los TLR a excepcién del TLR-3 ya que
presenta a TRIF al igual que TLR-4, pero este Ultimo presenta también a MYD88.%°(Fig. 7)
Esta ultima proteina adaptadora de TLR desencadena sefiales intracelulares que conllevan
a la activacion de algunas vias de seializacién como la familia de Mitégeno Activado por
Proteina Kinasa (MAPK) dentro de las que encontramos a los miembros JNK, p38 y ERK por
la via de IL-1R asociado a Kinasa (IRAK), que activara a los factores de transcripcion NFkB y
AP1 los que dardn lugar al inicio de la expresidn de citosinas pro-inflamatorias como TNF-
a, IL-6, IL-1B y IL-12.>"
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Fig. 7 Esquema de los diferentes tipos de receptores semejantes a Toll y su seiializacion
donde muestra que existe la dependiente de MYD88 o independiente de esta proteina
adaptadora The history of Toll-like receptors redefining innate immunity

La finalidad de los TLR es el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) siendo molecularmente distintos desde lipopéptidos bacterianos,
acido lipoteicoico, LPS, y oligonucleétidos como CpG DNA, pequefios RNA, entre otros,
pero hasta el momento no se han identificado los ligando naturales para los TLR10, TLR-
12 y TLR-13.® Evolutivamente los patégenos han cambiado sus estructuras y mecanismo
de invasién para evadir la respuesta inmune, por lo que los TLR para ser mas eficientes
ante el reconocimiento de los PAMPs se unen formando homodimeros o heterodimeros,
como es el caso de TLR-2 de ser funcionalmente activo como mondémero, ha evolucionado
para formar heterodimeros con TLR-1 y TLR-6. Aumentando tanto la posibilidad de
reconocimiento de moléculas atipicas como es el caso del periodonto patégeno,
Porphyromonas gingivalis que presenta un LPS que puede ser reconocido tanto por TLR-2
como TLR-4.>° Una vez que el ligando fue reconocido por su receptor se presentan
cambios conformacionales que induciran el reclutamiento de las proteinas adaptadoras
gue desencadenan sefnales diferentes en base a la proteina activada. Como es el caso del
TLR-4 que necesita la activacion de MAL para poder reclutar a MYD88 y MAL tiene un

29



dominio de unidn a fosfatidilinositol -4, 5- bifosfato que se localiza enla membrana
plasmatica, donde interactia con TLR. MYD88 es presumiblemente recluido por MAL
después de la activacion de TLR4 por LPS, pero hay que recordar que este receptor
presenta tanto a MYD88 como a TRIF, por lo que para reclutar a TRIF es necesario activar a

TRAM, siendo estas dos vias independientes la una de la otra®®®!

Se han manejado diversos modelos en los que se trata de dilucidar la formacién de los
complejos diméricos de los TLR, explicando desde que los ligando inducen la formacidon de
estos dimeros, asi como las moléculas adaptadoras en interaccidn con otras proteinas
como fosfo-inositol trifosfato cinasa (PI3K) que presenta dominios de unidén con las
proteinas adaptadoras como Mal y esta a su vez con MYD88 presente en TLR2 donde se
podra formar el complejo TLR2/6.5

2.1.24TLIR1

El TLR-1 también conocido como CD281 es un receptor transmembranal de tipo 1 esta constituido
por de 786 aminoacidos. El receptor TLR-1 se presenta como en forma de herradura, compuesto
de un dominio extracelular que contiene 23 repeticiones ricas en Leucina (LRRs), y una cola
citoplasmatica que contiene el dominio conservado TIR. El TLR1 se localiza en el cromosoma 4p14
entre la region codificante del TLR6 y TLR10 (Fig. 8). Este receptor distingue lipopéptidos de
bacterias y micobacterias. La identificacion de los ligando para este receptor se
descubrireron utilizando macroéfagos de ratones deficientes en TLR1, observaron que estas
células mostraban incapacidad para producir citocinas pro inflamatorias al exponerse a
lipoproteinas y lipopéptidos triacilados, mientras que las mismas células produjeron
citocinas normalmente al exponerse a lipopéptidos diacilados, asi como factores solubles
de Neisseria meningitidis . TLR1 principal mente funciona asociandose con TLR2 para
reconocer la configuraciéon lipidica de las lipoproteinas de micobacterias y tiene una
homologia alta con TLR6. Por lo tanto en momentos donde las celulas se encuantran
carentes de TLR1 el TLR6 puede asociarce con TLR2 para cubrir la funcion de dicho
receptor. Se a demostrado que TLR1 reconoce la lipoproteina de la superficie externa de
la espiroqueta Borrelia burgdorferi, el agente causal de la enfermedad zoondtica de Lyme,
que es transmitida a animales y humanos por garrapatas del género Ixodes **
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Fig. 8 Esquema del cromosoma 4 en el genoma del Humano donde se puede localizar la
cercania con el receptor TLR6 (Data Bank Gen Pubmed)

2.1.2.5 TLR2 Justificar y tipo de letra. Redaccién

El receptor TLR2 esta constituido por 784 amino 4cidos y es conocido como CD282. Este
receptor esta codificado en el cromosoma 4 region q32. (Fig. 9) El receptor TLR-2 se presenta
con forma de herradura, compuesto de un dominio extracelular que contiene 23 repeticiones ricas
en Leucina (LRRs), y una cola citopldsmatica que contiene el dominio conservado TIR. Este receptor
reconoce diferentes productos bacterianos como lipoproteinas de bacterias Gram-
negativas, peptidoglicanos de bacterias Gram positivas, acido lipoteicoico de bacterias
Gram positivas, lipoarabinomanano de mico bacterias, como el Micobacterium.
tuberculosis una modulina soluble en fenol de Staphylococcus epidermidis,
glicoinositolfosfolipidos de Trypanosoma cruzi, glicolipidos de Treponema maltophilum,
porinas de Neisseria, y zymosan de hongos. El TLR2 también reconoce Lipopolisacarido
(LPS) atipico de Leptospira interrogans, y LPS atipico de Porphyromonas gingivalis, que
sugiere que TLR2 tiene capacidad especifica de reconocimiento de los LPS de forma
cilindrica que inducen la produccion de citoquinas. TLR2 reconoce la proteina 70 de
choque térmico (HSP70) del hospedero, y como se habia mensionado en el parrafo
anterior este receptor se asocia con otros TLRs incluyendo TLR 1y TLR 6, e inicia la
activacion de genes caracteristicos de una respuesta de tipo Th2. ®°

Fig. 9 Esquema de la region codificante para el TLR2 dentro del cromosoma 4 en
Humanos (Data Bank Gen Pubmed)

2.1.2.6 TLR6

El receptor TLR 6 esta constituido por 796 amino 4cidos y es conocido como CD282. Este
receptor esta codificado en el cromosoma 4 region 32 (Fig. 10). El receptor TLR-2 se presenta
con forma de herradura, compuesto de un dominio extracelular que contiene 23 repeticiones ricas
en Leucina (LRRs), y una cola citopldsmatica que contiene el dominio conservado TIR. El TLR6 de
humano tiene 69% de identidad con TLR1. Mientras que TLR2 reconoce lipoproteinas
bacterianas triacetiladas, TLR6 reconoce sélo lipoproteinas diacetiladas como las
producidas por micoplasmas, que son potentes activadores de macréfagos. TLR6 actia de
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manera sinérgica con TLR2 para reconocer peptidoglicanos, que son componentes de
bacterias Gram positivas.®®

Fig. 10 Esquema de la region codificante para el TLR6 dentro del cromosoma 4 en
Humanos (Data Bank Gen Pubmed)

2.1.2.7 Heterodimeros

Los Humanos presentan una familia de TLR comprendida por 13 integrantes que se
expresan tanto en leucocitos hasta en celulas epiteliales y en mucosas. ®’,% *°En relacion
al roll en la inmunidad innata los monocitos/ macrofagos expresan la mayoria de los
receptores y en las celulas dendriticas se expresan algunos tipos en base al subtipo.”,”
Dentro de los ligandos presentes en los microorganismos se encuentran diversas
estructuras, por lo tanto los TLR son diferentes. Por ejemplo TLR 3, 7, 8, y 9
colectivamente responden ante la presencia de acidos nucleicos de bacterias y virus,
expresandose en el interior de las celulas y desencadenando la expresion de tipo-1 IFNs
gue tiene actividad viral 72 73 En contraste los TLR 1, 2, 4, 5, y 6 se expresan en la
membrana citoplasmatica para reconocer bacterias hongos y protozoarios. Sin embargo
los TLR en su mayoria inician la sefializacion al interior en forma de homodimeros. Pero la
presencia de variaciones en los PAMPs a inducido que las celulas creen Heterodimeros
como es el caso de TLR2 que requiere de TLR1 o TLR6 para su actividad.’*

La interaccion de TLR1/2 y TKR2/6 ayuda a discrminar las diferencias microbianas que
presentan evolutivamente las bacterias como es el caso de lipoproteinas, acidos
lipoteicoicos, LPSs, fosfolipomanosas, fosfatidilinositol, mycobacterias ’> (Fig. 11). El
reconocimiento de moleculas in la superficie inducen la activacion de sefales
intracelulares que conllevaran a la activacion de factores de transcripcion como NF-kB, AP-
1, que induciran la pruccion de factores proinflamatorios, citoquinas, y moleculas de
adhesion ®
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Fig. 11 Esquema representativo de las interacciones de TLR2 con TLR1 y TLR6 (Guan Y,
2010)

La cercania de la region codificante de TLR1, TLR6, y TLR10 a demostrado que sean muy
parecidos, por lo que se a demostrado que el TLR2 tambien puede crear heterodimeros
con TLR10 donde presentara una sefalizacion muy similar a la de TLR1 por acoplamiento
de MYDD88.”’

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar el efecto de Bradicinina sobre la expresion de los receptores tipo Toll-1y -6
3.2 Objetivos especificos

1.-Determinar el efecto de la Bradicinina sobre la expresidn de TLR-1

2.- Determinar el efecto de la Bradicinina sobre la expresién del TLR-6

3.- Caracterizar la via de sefializacion involucrada en la expresion de TLR1 o TLR6.

4.- Determinar el efecto de la Bradicinina sobre la formacion de los heterodimeros TLR 2/6
y1/2
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4. Hipoétesis

Si la Bradicinina se libera en respuesta a factores promotores de la inflamacién entonces
esta hormona participara en la regulacién y expresién de las moléculas que provocaron la
respuesta inflamatoria inicial como son los receptores semejantes a Toll 1y 6.

5. Material y Métodos

Medio Eagle modificado por Dulbecco (GIFCO BRL), suero fetal bovino (GIFCO BRL),
Antibidtico-Antimicético 1% penicilina G sddica, estreptomicina. Tripsina (Sigma),
Acrilamida (Sigma), Bis-acrilamida (Sigma), Trisma (Sigma), Vanadato de sodio (Sigma),
Persulfato de amonio, Glicina (Baker), Bradicinina (Sigma) Anticuerpos dirigidos contra
TLR-1, TLR-2, TLR-6 y y-tubulina (Santa Cruz Biotechnology), oligodeoxinucledtidos
(Invitrogen) del receptor TLR-1 (5'CGTAAAACTGGAAGCTTTGCAAGA-3’) en sentido
codificante y (5"CCTTGGGCCATTCCAAATAAGTCC-3’) en sentido anti codificante, para TLR-
2 (5'GCC AAA GTC TTG ATT GAT TGG3’) Sentido codificante y (3'TTG AAG TTC TCC AGC
TCCTG5') sentido  anti-codificante (tamafio 347 pb); para TLR-6 (5'-
ACTGACCTTCCTGGATGTGG -3’) en sentido codificante y (TGGCACACCATCCTGAGATA-3’)
sentido anti codificante. Y como control se utilizo gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (5-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’) en sentido codificante y (5'-
AGATCCACAACGGATACATT-3") en Sentido anti codificante con tamafio de 510pb,
Inhibidores, 2-(2-Amino-3- metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona  (PD98059), (4-(4-

Fluorofenil)-2-(4- metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil)-1H-imidazol] (5SB203580),1,8-
Pirasolantrona (SP600125) , [(2R)-1-[3,10-dihidroxi-12-[(2R)-2-(4-
hidroxifenoxi)carboniloxipropil]- 2,6,7,11-tetrametoxi-4,9-dioxoperilen-1-ilJpropan-2-il]

benzoato (calfostina C), 1-[6- [[(17B)-3-Metoxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ilJamino]hexil]-1H-
pirrol-2,5-diona (U73122), 2-(4-Morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona (LY294002), N-
[2-[[3-(4- Bromofenil)-2-propenillamino]etil]-5-isoquinolinasulfonamida (H-89), 1,7- bis(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (Curcumina) (Sigma), Kit de
guimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology), Marcador de peso molecular (Bio-rad),
Membrana de PVDF (Amersham Biosciences)

5.1 Cultivo Celular.

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron de una muestra de tejido sano de
pacientes que acudieron a la clinica de exodoncia. Para la obtencion de la muestra se
solicito el consentimiento informado de cada paciente (ISO/BQ-LIFO-RE-001).
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Dentro de los criterios de inclusién, exclusién y eliminacién. La encia donadora obtenida
se encontraba libre de inflamacién, sangrado y cualquier otra patologia tanto local como
sistémica del paciente. El tejido gingival que se obtuvo de la parte distal del 3° molar, se
corto quirdrgicamente del maxilar y posterior a la remocién se lavo por 6 ocasiones con
solucion de Hank (In vitrogen) suplementado con penicilina/ estreptomicina/ fungizona (In
vitrogen). El tejido gingival se fracciono de 1 a 2 mm y para ser colocados en tubos clinicos
con 1 ml de tripsina por 15 min para su digestién, la muestra se centrifugo por 5 min y se
elimino el sobrenadante para posterior ser re suspendida en medio DMEM para ser
sembradas en cajas con medio Eagle modificado por Dulbecco (In vitrogen) suplementado
con 2mM L-glutamina (In vitrogen), penicilina / estreptomicina / fungizona (In vitrogen)
100 u/ml, 100 pg/mly 1 mg/ml respectivamente y 10% de suero bovino fetal inactivado
por calor. El explante se incubo a 37°C en una atmédsfera de 5% de CO2. El cultivo celular
se cambio cada 3 dias hasta que las células alcanzaron una confluencia del 80%. Las
células que se utilizaron fueron entre los pases 5a 7.

5.2 Ensayo RT-PCR.

El RNA total se aisld de los fibroblastos gingivales humanos usando el método de
Chomczynski y Sacchi (25,26). El RNA total (1ug) se retro transcripto (RT) usando el equipo
One Step RT-PCR (In vitrogen). La reaccidon de la polimerasa en cadena (PCR) se realizo
utilizando los oligonucleétidos para  TLR-1 (5’CGTAAAACTGGAAGCTTTGCAAGA-3’) en
sentido codificante y (5"CCTTGGGCCATTCCAAATAAGTCC-3’) en sentido anti codificante,
para TLR-2 (5°GCC AAA GTC TTG ATT GAT TGG3’) Sentido codificante y (3'TTG AAG TTC
TCC AGC TCCTG5') sentido anti codificante (tamafio 347 pb); para TLR-6 (5'-
ACTGACCTTCCTGGATGTGG -3’) en sentido codificante y (TGGCACACCATCCTGAGATA-3’)
sentido anti codificante. Y como control se utilizo gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (5 -TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3°) en sentido codificante y (5'-
AGATCCACAACGGATACATT-3") en Sentido anti codificante con tamafo de 510pb. Las
condiciones de la amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacién a 94°C por 1 min,
alineamiento a 55°C por 1 min y extension a 72°C por 1.5 min. La reaccidén PCR se efectud
por 35 ciclos y como resultado del RT-PCR se obtuvo una banda sencilla para los productos
de cada gene y una banda sencilla de 309 pares de bases para GADPH. La identidad del
fragmento se caracterizo por su tamafio aparente en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio. Se realizaron tres experimentos por separado de cada tratamiento.

5.3 Ensayo de Western Blot

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de 6 pozos.
Después del estimulo el medio se retiro y las células se desprendieron ayudados con
gendarme en buffer de fosfatos salino (PBS) + 1 mM ortovanadato de sodio, la muestra
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se centrifugo a 5,000 rpm durante 10 minutos y la pastilla se coloco con 20 ul de buffer de
lisis (0.05 M Tris-HCl, 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 sodio y 10 mM de
pirofosfato de sodio), todos estos reactivos de Sigma Chemical Co. La muestra se sonicé
por 30 segundos en un bano con hielo. Para el ensayo de Western se utilizaron 50 pg de
proteina que se mezclo 1:1 con buffer de muestra 2x (20% glicerol, 4% SDS, 10% 2-
mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenoly 1.25 M Tris-HCl pH 6.8; (todos los reactivos
de Sigma Chemical Co.), la muestra se cargo en un gel al 10% SDS-PAGE y se corrié a 40V
por 2 h. Las proteinas celulares se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham) por
1 hr a 16 Volts. Para verificar que se colocd igual concentracion de proteina, las
membranas se desnudaron y se colocaron anticuerpos para proteinas totales.
Posteriormente la membrana se bloquearon con 150 mM NaCl, 100mM Tris- HCl pH 7.8
(TBST) y 5% de suero albumina de bovino por 1 hr, se lavd y se incubo con los anticuerpo
primario, dentro de los que ocupamos a Yy tubulina, TLR-2, TLR-1, TLR-6 policlonales
(1:2000) (Santa Cruz Biotechnology). Las membranas se incubaron durante toda la noche a
4°C y posteriormente se lavaron durante 3 ocasiones con TBST, para ser incubados
durante 2 hr con el anticuerpo secundario, anti-cabra IgG (1:1000) (Santa Cruz
Biotechnology). Las bandas inmunoreactivas se revelaron utilizando el sustrato de quimio-
luminiscencia (Invitrogen) y la auto radiografia se obtuvo después de exponer la pelicula
durante 7 min. Los experimentos se realizaron en 3 ocasiones por separado. Las muestras
se capturaron con el sistema DigiDocit y se analizaron con el sistema digital Labs-Works

5.4 Ensayo de Inmunoprecipitacion

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de 6 pozos.
Después del estimulo el medio se elimino y las células se desprendieron con la ayuda de
gendarmes en buffer de fosfatos salino (PBS) + 1 mM ortovanadato de sodio, la muestra
se centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 y la pastilla se colocaron con 50 pl de buffer de
lisis (0.05 M Tris-HCl, 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 sodio y 10 mM de
pirofosfato de sodio), todos estos reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co. La
muestra se sonicd (1s x 30) en un baifo con hielo. Posterior al lisado la muestra se
cuantifico por medio del método de Bradford. Posteriormente, una cantidad equivalente
de proteinas fue usada para la Inmunoprecipitacion.

El lisado celular se incubo con sueros normales de raton y/o conejo, para reducir la
inespecificidad, por 15 minutos a 4°C con rotacidn. Posteriormente la muestra se incubo
con proteinas A/G agarosa por 1 hora, para reducir la inespecificidad, se centrifugaron a
15000 rpm, 42C por 15 minutos. El sobrenadante se incubo toda la noche con el
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anticuerpo especifico, y el complejo antigeno-anticuerpo se incubo con una solucion
proteinas A/G agarosa y centrifugada a 15000 rpm, 42C por 15 minutos. Luego la columna
de agarosa se lavo 4 veces con LDB conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas.
Para eluir las proteinas inmunoprecipitadas de la columna de agarosa, esta se incubd con
el buffer de muestra conteniendo SDS y B-mercapto etanol, para ser desnaturalizadas a
1009C por 5 minutos. Posteriormente, las proteinas eluidas fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida mas SDS al 8% y transferidas a una membrana de PVDF para seguir el
procedimiento de Western Blot.

5.5 Ensayo de Citometria de flujo

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de 6 pozos.
Después del estimulo el medio se elimino y las células se desprendieron con la ayuda de
tripsina que se coloco por 2 minutos, posterior a esto se adiciono 1ml de medio DMEM
suplementado con 10% de SBF. Posteriormente se recolecto la muestra en un tubo
eppendorf, se centrifugaron a 15000 rpm a una temperatura de 42C por 5 minutos. El
sobrenadante se elimina y la pastilla se re suspendié en PBS para realizar 3 lavados.
Posteriormente se toma la cantidad necesaria para tener 1x10° células por mililitro, las
células se incubaron en presencia de los anticuerpos a una dilucién de 1:20 por un tiempo
de 15 min a 372C en la incubadora. Posterior a la incubacién se realizaron 3 lavados para
la eliminacion de las uniones inespecificas y proceder a la incubacidon con el anticuerpo
secundario a una dilucién de 1:10 por un tiempo de 15 min a 379C. Finalmente las
muestras se lavaron en 2 ocasiones con PBS y se termino con la lectura en el Citémetro de
Flujo

5.6 Silenciamiento con Si RNA

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de 6 pozos.
Hasta alcanzar una confluencia del 80%. Se siguid el protocolo de transfeccion establecido
por SantaCruz que es el que describe adelante. Se prepararon las siguientes soluciones A :
Para cada transfeccién, se diluyo 7 ul del duplex de siARN en 100 ul de Medio de
Transfeccion. Solucién B: Para cada transfeccion, diluir 7 pl de Reactivo de Transfeccidén de
siARN en 100 ul de Medio de transfeccion de siARN. Se afadid la solucion de duplex siARN
(Solucion A) directamente al Reactivo de Transfeccion diluido (solucion B) utilizando una
pipeta. Se mezclo suavemente arriba y abajo pipeteando e incubando la mezcla 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las células con 2ml de medio
de transfeccion de siARN. Para cada transfeccion, se afiadido 0.8 ml de Medio de
Transfeccion de siARN a cada tubo con la mezcla de Reactivo de Transfeccion de siARN
(Solucién A + Solucién B). Se mezclo suavemente hasta cubrir las células lavadas con la
mezcla. Incubando las células 5—7 horas a 37° C en la incubadora de CO,. Transcurrido el
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tiempo se afadid6 1 ml de medio de crecimiento normal, que contenga 2 veces la
concentracion normal de suero y antibidticos (2x medio de crecimiento normal), sin retirar
la mezcla de transfeccidn. Se incubaron las células por 24 hr, una vez concluido el tiempo
se elimino el medio y reemplazo por medio fresco con 10% de SBF para concluir con el
tratamiento indicado del experimento

5.7 Ensayo de Inmunoflorescencia

Las células se crecieron en cubreobjetos hasta tener una confluencia del 80%. Una vez
obtenida esta confluencia se trataron con Bradicinina a diferentes dosis y tiempos. Al
término las células se fijaron por 30 minutos con 2% de paraformaldehido en PBS a 4°Cy
se lavaron durante 3 ocasiones con PBS. Posteriormente se permeabilizo durante 5
minutos con Triton 0.1% en PBS, para ser lavadas durante 3 ocasiones con PBS. Para la
visualizaciéon de TLR1, TLR2, TLR6, las células se trataron durante 1 hr con el anticuerpo
primario diluidos 1:100 en PBS, posteriormente se realizo los lavados en cinco ocasiones
con PBS. Posterior a los lavados las células se incubaron durante 45 minutos con el
anticuerpo secundario anti-cabra IgG acoplado a fluoresceina (Santa Cruz Biotechnology)
se utilizaron en dilucion 1:100 en PBS. Las muestras se montaron en DABCO y se
observaron por microscopia confocal. Los experimentos se repitieron en tres ocasiones
por separado.

5.8 Analisis Estadistico.

Los datos se expresan como la media + S.E.M de 3 experimentos realizados por triplicado.
Las diferencias significativas se determinaron por con prueba T de Student. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p<0.05
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6.-Resultados

6.1 Efecto de la Bradicinina sobre la expresidn génica de TLR-1 y -6 en Fibroblastos
Gingivales Humanos

Con el propdsito de evaluar el efecto de Bradicinina sobre la expresion de los receptores
semejantes a Toll 1y 6 se realizo el ensayo de RT-PCR para determinar la expresion a nivel
génico. Los resultados demostraron que Bradicinina incrementa la expresion de TLR-1y -6
de manera dependiente del tiempo encontrando una expresion maxima a las 2 horas y
decaer a las 4 horas. Siendo estos tiempos muy amplios se decidié realizar experimento a
tiempos mas cortos. (Fig. 12)
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Fig. 12 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion génica de TLR-1 y -6 en Fibroblastos
Gingivales Humanos. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio
DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a
esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se trataron a
dosis fija de Bradicinina de [1uM] a tiempos crecientes de (2, 4, 6, 8, 12 horas). Después
de la incubacion se extrajo el RNA y se procedié a realizar ensayo de RT-PCR como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados que se presentan corresponden a un
experimento representativo de tres repeticiones por separado. Las bandas se analizaron
con el sistema DigiDocit y se cuantificaron con el sistema Labs Works. Se muestra una
imagen correspondiente al valor de la media + E.E de la expresion de los receptores
semejante a Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student con una p<0.05
comparados contra el basal

39



6.2 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion de TLR-1 y -6 en Fibroblastos Gingivales
Humanos a nivel transcripcional.

En base a los datos obtenidos en el experimento pasado se decidid evaluar el efecto de
Bradicinina sobre la expresion de los receptores semejantes a Toll 1 y 6 a tiempos mas
cortos(0, 30, 60,120, 180, 240 minutos) por ensayo de RT-PCR para determinar la
expresion a nivel génico. Los resultados muestran que Bradicinina incrementa la expresion
de TLR-1 con una maxima expresion a un tiempo de 1 hora que posterio a este tiempo
decrece. Por otra parte el receptor TLR-6 muestra una maxima expresion a un tiempo de
30 min para decrecer(Fig.13). En base a estos tiempos de méxima expresién se realizaron
los siguientes ensayos

:
:

w
g
w
2

N
$

:

TLR-1 (% del Basal)
N
3
3

TLR-6 (% del Basal)

i

Basal 30 60 120 180 240 min
L d
|

o
1

Bk [1uM]

Fig. 13 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion de TLR-1 y -6 en Fibroblastos
Gingivales Humanos a nivel transcripcional. Las células HGF fueron sembradas en cajas
de 6 pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una
confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2%
de SBF por 24 hr. Se trataron a dosis fija de Bradicinina de [1uM] a tiempos crecientes de
(0, 30, 60, 120, 180, 240 minutos). Después de la incubacidon se extrajo el RNA y se
procediod a realizar ensayo de RT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados que se presentan corresponden a un experimento representativo de tres
repeticiones por separado. Las bandas se analizaron con el sistema DigiDocit y se
cuantificaron con el sistema Labs Works. Se muestra una imagen correspondiente al valor
de la media £ E.E de la expresidn de los receptores semejante a Toll 1y 6. Los valores se
analizaron mediante t-Student con una p<0.05 comparados contra el basal
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6.3 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion proteica de TLR-1 y -6 en Fibroblastos
Gingivales Humanos.

Una vez que el receptor se expresa a nivel transcripcional, este serd traducido a proteina
por lo que se evalud la expresidon de los receptores semejantes a Toll -1 y -6 a nivel
traduccional por ensayo de Western Blot. Los resultados muestran que Bradicinina
incrementa la expresiéon de TLR-1 y -6 de manera dependiente del tiempo encontrando
una expresion maxima a las 16 horas y posteriormente decaer. (Fig.14)

Fig.14 Efecto de la Bradicinina sobre la expresidn proteica de TLR-1 y -6 en Fibroblastos
Gingivales Humanos Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio
DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a
esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se trataron a
dosis fija de Bradicinina de [1uM] a tiempos crecientes de (0, 3, 6, 12, 16, 24 Horas).
Después de la incubacion se extrajo la proteina total de las células y se procedio a realizar
ensayo de Western Blot como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados que se
presentan corresponden a un experimento representativo de tres repeticiones por
separado. Las bandas se analizaron con el sistema DigiDocit y se cuantificaron con el
sistema Labs Works. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de
la expresion de los receptores semejante a Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-
Student con una p<0.05 comparados contra el basal
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6.4 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion proteica de TLR-1 en Fibroblastos
Gingivales Humanos

Una vez demostrado que Bradicinina aumenta la expresién de TLR -1 y -6 tanto a nivel
transcripcional como traduccional. Los TLR necesitan estar presentes en la membrana
plasmatica para ser funcionales. Por lo que se decidid evaluar la expresion de estos
receptores por Citometria de flujo. En los resultados se encontrd un desplazamiento en la
expresion de TLR-1 cuando se tratan con Bradicinina a una concentracién de 1uM.
Sugiriendo que Bradicinina aumenta la expresiéon la expresion de TLR1 en comparacion
con el grupo control. (Fig.15)

Basal | | ‘

- T
Cog | vee ] |

Bk [1uM]

Fegn ] ™ Panes |

Fig. 15 Efecto de la Bradicinina sobre la expresion proteica de TLR-1 en Fibroblastos
Gingivales Humanos. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio
DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a
esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se trataron a
dosis fija de Bradicinina de [1uM] por 16 horas. Después de la incubacién e procedid a
realizar ensayo de Citometria de Flujo como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados que se presentan corresponden a un experimento representativo de tres
repeticiones por separado.
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6.5 Efecto de la Bradicinina sobre la localizacion del TLR-1 y -6 en Fibroblastos Gingivales
Humanos

La expresion de los TLR por medio de ensayo de Citometria de flujo nos otorgaron datos
del aumento en la expresién de TLR-1 ante un estimulo de Bradicinina. Pero los receptores
TLR como se a mencionado forman heterodimeros con el TLR-2 por lo que se decidid
evaluar por ensayo de Inmunoflorescencia la expresion de TLR-1, TLR-6 y la formacion de
los Heterodimeros TLR1/2 y TLR2/6. Encontrando que Bradicinina aumenta la expresion
de manera dosis dependiente con una maxima expresion a una concentracion de 1uM en
los TLR-1, -2, -6 y la formacién de dichos Heterodimeros. Esto nos sugiere que Bradicinina
aumenta la expresién de estos receptores de forma individual asi como en complejos, con
la finalidad de aumentar la respuesta inmune. (Fig.16)
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Fig.16 Efecto de la Bradicinina sobre la expresidn proteica de TLR-1 y -6 en Fibroblastos

Gingivales Humanos. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 24 pozos sobre
cubreobjetos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una
confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2%
de SBF por 24 hr. Se trataron a dosis crecientes de Bradicinina y a un tiempos establecido
de 16 Hr. Después de la incubacion las células se procesaron por ensayo de como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados que se presentan corresponden a un
experimento representativo de tres repeticiones por separado.

6.6 Efecto de la Bradicinina sobre la formacién de interaccion proteica del TLR-2 con TLR-
1y TLR-6 en Fibroblastos Gingivales Humanos.

Con base a los resultados obtenidos en la Inmunoflorescencia encontrando que TLR-1, -2,
-6 se colocalizan. Para demostrar estos datos con otra metodologia, se decidié evaluar la
interaccion de TLR-2 con TLR-1 y -6, por ensayos de Inmunoprecipitacién del TLR2 y
realizar el Bloting para TLR-1 y -6. Encontrando que de manera dosis dependiente
Bradicinina aumenta la formacién de heterodimeros con TLR-1 y -6. Sugiriendo que
Bradicinina tiene la capacidad de aumentar respuesta inmune en HGF con la formacion de
Heterodimeros.(Fig.17)
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Fig.17 Efecto de la Bradicinina sobre la formacion de interaccidon proteica del TLR con
TLR-1 y TLR-6 en Fibroblastos Gingivales Humanos. Las células HGF fueron sembradas en
cajas de 6 pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una
confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2%
de SBF por 24 hr. Se trataron a dosis creciente de Bradicinina por 16 horas. Después de la
incubacién se aislo la proteina total de las células y se procedié a realizar ensayo de
Inmunoprecipitacion como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados que se
presentan corresponden a un experimento representativo de tres repeticiones por
separado. Las bandas se analizaron con el sistema DigiDocit y se cuantificaron con el
sistema Labs Works. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de
la expresion de los receptores semejante a Toll 1y 6. Los valores se analizaron mediante t-
Student con una p<0.05 comparados contra el basal

6.7 Efecto de los antagonistas de B1 y B2 en la expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por
Bradicinina.

Una vez que se demostrd que Bradicinina aumenta la expresidn a nivel génico como
proteico, asi como la formacion de heterodimeros con el TLR-2. Se decidié evaluar la via
de sefializacidn de Bradicinina en la expresion de TLR-1 y -6 en HGF. El primer paso para
evaluar esta via es caracterizar el receptor implicado en el reconocimiento de Bradicinina,
por lo que se realizo ensayo de western Blot. Encontrando que el receptor implicado en la
sefializacion es el Receptor para Bradicinina 2 (RB2), ya que al momento de estimular con
Bk mas el antagonista HOE 140 para el RB2 la expresién de los TLR se mantiene a nivele
basales. Caso contrario al estimulo con el antagonista de RB1 Lys-(des-Arg®, Leu®) mas el
estimulo de Bradicinina la expresién de TLR1 y TLR6 aumenta. Estos resultados nos sugiere
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gue RB2 es el implicado de la sefializacion de Bradicinina para el aumento de TLR1 vy 6.
(Fig.18)
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Fig.18 Efecto de los antagonistas de B1 y B2 en la expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por
Bradicinina. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio DMEM
suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a esto las células
fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se trataron a dosis fija de 1uM de
Bradicinina por 16 horas en presencia de antagonistas para RB1 (Lys-des-Arg’,Leu®) y para RB2
(Hoe140). Después de la incubacién se extrajo la Proteina y se procedid a realizar ensayo de
Western-Blot como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados que se presentan
corresponden a un experimento representativo de tres repeticiones por separado. Las bandas se
analizaron con el sistema DigiDocit y se cuantificaron con el sistema Labs Works. Se muestra una
imagen correspondiente al valor de la media + E.E de la expresion de los receptores semejante a
Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student con una p<0.05 comparados contra el
estimulo de Bradicinina

6.8 Efecto de la inhibicion de PLC, PI3K y PKC en la expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos
por Bradicinina

Una vez que Bradicinina es reconocida por RB2 induce la activacién de diversas vias de
sefializacion dentro de las que encontramos la via candnica de Bk donde activa a la
Fosfolipasa C para formar 2 productos DAG y IP3 este ultimo movilizara calcio del reticulo
endopldsmico al citoplasma donde activara a proteinas como algunos integrantes de la
familia de PKC. Por otra parte se a descrito que la subunidad gama al disociarse de las
subunidades alfa y beta activa la via de PI3K. Para poder comprobar la implicacion de cada
una de estas vias en la expresién de TLR se realizaron inhibiciones selectivas de algunos
integrantes de las vias ya mencionadas. Se ocuparon los siguientes inhibidores: para
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Fosfolipasa C (U73122), PI3K (Wortmanina, Ly294002) y para la familia de PKC (BIM) con
un pre tratamiento de 1 hora, posterior a este tiempo se estimulo con Bradicinina a una
concentracion de 1uM. Se realizaron ensayos de Western—Blot para determinar la
expresion de TLR-1 y TLR-6. Encontrando que Fosfolipasa C, PI3K y la familia de PKC estan
involucradas en la sefializacién de TLR-1 y TLR-6. Sugiriéndonos que Bradicinina ocupa la
via de activacion de PI3k, Fosfolipasa C y PKC para aumentar la expresiéon de TLR1 y 6 en
Fibroblastos Gingivales Humanos (Fig.19) DOSIS DE LOS INHIBIDORES.
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Fig. 19 Efecto de la inhibicion de PLC, PI3K y PKC en la expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por
Bradicinina. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio DMEM suplementado con 10%
de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron ayunadas con medio
DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se pre trataron las células con inhibidores selectivos de para Fosfolipasa C
(U73122), PI3K (Wortmanina, Ly294002) y para la familia de PKC (BIM) 1 hora antes, posterior a esto se
trataron las células con un dosis fija de 1uM de Bradicinina durante 16 horas. Las células posteriormente a
tiempo transcurrido fueron procesadas para ser analizadas por ensayo de Western Blot. Los experimentos se
realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de la
expresiéon de los receptores semejante a Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student con una
*p<0.05 comparados contra el estimulo de Bradicinina

6.9 Efecto de la inhibicion de P38, JNK, MEK y el factor de transcripcion NFkB en la
expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por Bradicinina

Ante el reconocimiento de Bk se activa vias que se han descrito con anterioridad, Bk activa
otras vias de sefializacion como es el caso de las MAPK v la posibilidad de activar al factor
de transcripcién NFkB. Por lo que se decidié evaluar su implicacién en la expresidén de
TLR1 y 6. Se ocuparon inhibidores selectivos para los integrantes de MAPK: para MEK
(PD98059), p38(SB203580), JNK(SP600125) y para NFkB (Curcumin). Para demostrarlo se
realizo ensayo de Western Blot. Encontrando que Bradicinina ante la inhibicién de p38 y
NFkB la expresion de TLR-1 y TLR-6 disminuye a niveles basales. Lo que nos sugiere que
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Bradicinina esta ocupando la via de p38 como NFkB en la sefializacién para un aumento en
la expresion de TLR-1 y TLR-6. (Fig. 20)
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Fig. 20 Efecto de la inhibicion de P38, JNK, MEK y el factor de transcripcion NFkB en la expresién de TLR-1
y TLR-6 inducidos por Bradicinina. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio DMEM
suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron
ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se pre trataron las células con inhibidores selectivos de
para MEK (PD98059), p38(SB203580), JNK(SP600125) y para NFkB (Curcumin) 1 hora antes, posterior a esto
se trataron las células con un dosis fija de 1uM de Bradicinina durante 16 horas. Las células posteriormente
a tiempo transcurrido fueron procesadas para ser analizadas por ensayo de Western Blot. Los experimentos
se realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de la
expresiéon de los receptores semejante a Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student con una
*p<0.05 comparados contra el estimulo de Bradicinina.

6.10 Efecto de la inhibicion de PLC, PI3K, PKC, P38, JNK, MEK y factor de transcripcion
NFkB en la expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por Bradicinina. DOSIS

En experimentos pasados se demostrd por ensayo de Western Blot que Bk esta utilizando
diferentes vias para la expresién de TLR1 y 6 en fibroblastos Gingivales Humanos, pero
esto no determina si los TLR se estan expresando en membrana. Por lo que se procedié a
realizar ensayos de Inmunoflorescencia para determinar la localizacién y expresion de los
TLR ante la inhibicidén selectiva de MEK (PD98059), p38(SB203580), JNK(SP600125), para
NFkB (Curcumin), Fosfolipasa C (U73122), PI3K (Wortmanina, Ly294002) y para la familia
de PKC (BIM). Los resultados nos muestran datos similares a los valores del ensayo de
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Western Blot del experimento pasado, encontrando que las vias implicadas en la
expresion de TLR-1y TLR-6 son la de P38, NFkB, PLC, PI3K y PKC. (Fig.21)
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Fig. 21 Efecto de la inhibicion de PLC, PI3K, PKC, P38, JNK, MEK y factor de transcripcion NFkB en la
expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidos por Bradicinina. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 24
pozos sobre cubreobjetos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia
del 80%. Posterior a esto las células fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se trataron a
dosis Fija de (1 uM) de Bradicinina y a un tiempos establecido de 16 Hr ante la presencia de los diversos
inhibidores selectivos de MEK (PD98059), p38(SB203580), JNK(SP600125), para NFkB (Curcumin),
Fosfolipasa C (U73122), PI3K (Wortmanina, Ly294002) y para la familia de PKC (BIM) para después
determinar la expresion de los TLR 1 y -6 por ensayo de Inmunoflorescencia como se describe en Materiales
y Métodos. Los resultados que se presentan corresponden a un experimento representativo de tres
repeticiones por separado.

6.11 Efecto de la inhibicion de PI3K, PLC y PKC en la fosforilacion de AKT y P38 inducidas
por Bradicinina.

Al demostrar dos posibles vias de sefalizacion en la expresién de TLR-1 y TLR-6 ante un
estimulo de Bk, se decidié evaluar la fosforilacién de AKT y P38 ante la inhibicidn de PI3K
con (Wortmanina y Ly294002), Fosfolipasa C (U73122), PKC con (BIM) ante la presencia de
una dosis fija de Bk. Para demostrarlo se realizo ensayo de Western-Blot. Los resultados
mostraron que Bk induce la fosforilacion de P38 y AKT, con la inhibicién de PI3K con
Wortmanina, LY294002 y de Fosfolipasa C con U73122 la fosforilacion de AKT disminuye
hasta a llegar a niveles basales, caso contrario a la inhibicién de PKC con BIM . Lo que nos
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sugiere que Bradicinina induce la fosforilacién de AKT por la via de Fosfolipasa C asi como
por PI3K. Con respecto a la fosforilacion de P38 por un estimulo de Bradicinina,
encontramos que Bradicinina aumenta la fosforilacién de P38 y esta utilizando las vias de
Fosfolipasa C y PKC para su activacidon, ya que al inhibir a Fosfolipasa C y PKC la
fosforilacion de P38 disminuye a niveles basales.(Fig.22)
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Fig. 22 Efecto de la inhibicion de PI3K, PLC y PKC en la fosforilacion de AKT y P38
inducidas por Bradicinina. Las células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio
DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a esto las
células fueron ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se pre trataron las células con
inhibidores selectivos de para PI3K con (Wortmanina y Ly294002), Fosfolipasa C (U73122) y PKC
con (BIM) 1 hora antes, posterior a esto se trataron las células con un dosis fija de 1uM de
Bradicinina durante 15 minutos. Las células posteriormente a tiempo transcurrido fueron
procesadas para ser analizadas por ensayo de Western Blot. Los experimentos se realizaron 3
veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media £+ E.E de la
expresion de los receptores semejante a Toll 1y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student
con una *p<0.05 comparados contra el estimulo de Bk

6.12 Efecto de Bradicinina sobre la interaccion de TLR-1y TLR-6 con PKC o, ¢.

Los TLR al reconocer a su ligando estos reclutan proteinas adaptadoras en el dominio TIR,
estas proteinas adaptadoras desencadenan la activacién de diversas vias de sefalizacion
rio abajo, pero se a encontrado que algunas proteinas como la familia de PKC pueden
inhibir esta sefial, ya que tienen dominios de unidn a las proteinas adaptadoras como es el
caso de PKC a, B, €, ¢, 6 por lo tanto se evalud si Bk induce una interaccién de PKC a y
con los TLR-1 y TLR-6. Para comprobar este mecanismo se estimularon los HGF con dosis
crecientes de Bradicinina e inmunoprecipit6 a TLR-1 y TLR -6 para realizar el
inmunobloting contra PKC a y . Los resultados mostraron un aumento en la presencia de
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PKC a y T de manera dosis dependiente. Esto nos sugiere que Bradicinina promueve la
interaccion de TLR con PKC a y ¢c. con la posibilidad de que Bk retroalimenta la via
canodnica de TLR. (Fig. 23)

Ip:TLR-1 B B R SR e igpkea 1P:TLR-6 [T S S| 5:prca

250 300

»
=3
=)

@

S
»
=3
S

o
S

100

PKCua (% of Basal)
PKCu(% of Basal)

o
S

o

5

-Log[Bradicinina]M -Log[Bradicinina]M

ek [ srcc: e[ 5rcct

PKCC (% of Basal)
PKC( (% of Basal)

-Log[Bradicinina]M -Log[Bradicinina]M

Fig. 23 Efecto de Bradicinina sobre la interacciéon de TLR-1 y TLR-6 con PKC ., ¢. Las
células HGF fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio DMEM suplementado con
10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a esto las células fueron
ayunadas con medio DMEM al 2% de SBF por 24 hr. Se administro dosis crecientes de
Bradicinina a (10nM, 100nM, 1uM, 10uM, 100uM) de Bradicinina durante 16 Horas. Las
células posteriormente a este tiempo transcurrido fueron procesadas para ser analizadas
por ensayo de Inmunoprecipitacién y terminar con ensayo de Western Blot. Los
experimentos se realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente
al valor de la media + E.E de la expresion de los receptores semejante a Toll 1y 6. Los
valores se analizaron mediante t-Student con una *p<0.05 comparados contra el estimulo
de Bk.

6.13 Efecto del silenciamiento de PKC a,, 6, ¢ y MYD88 en la expresion de TLR-1 y TLR-6
inducida por Bradicinina.

Al encontrar que Bk induce la interaccién de PKC con los TLR-1 y TLR-6 se decidié evaluar
el papel que juegan PKC a, §, ¢ en la expresidon de los TLR. Por lo tanto se realizo un
silenciamiento de un integrante de cada subgrupo de la familia de PKC y estimular a los
HGF con Bk, para poder comprobarlo se realizo ensayo de western Blot. En la Fig. 24 (A) se
presentan las graficas e imagenes que comprueban el silenciamiento de PKC a, §, ¢ donde
en presencia de Bk las fosforilacion de PKC se mantiene a niveles basales, una vez
determinado la eficiencia del silenciamiento, se decidié evaluar la interaccién de PKC en la
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expresion de los TLR panel (B). Encontrando que todas las isoformas de PKC y MYD88
estan implicadas en la expresion de TLR-1 y TLR-6 ante la presencia de BK. Lo que nos
sugiere que PKC a, 6§, ¢ y MYD88 estan implicadas en la vias de sefializacion de Bk para
sobre expresar TLR-1y TLR-6.

Fig.24 Efecto del silenciamiento de PKC a, §, ¢, en la formacidon de complejos proteicos
de TLR-2 con TLR-1 y TLR-6 inducidos por Bradicinina. Las células fueron sembradas en
cajas de 6 pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una
confluencia del 80%. Posterior a esto las células tranfectadas con SiRNA para PKC a, 9, ¢,
(A) ensayos de Western Blot para determinar la eficiencia del silenciamiento ante el
estimulo de Bk a (1uM) y evaluar la forma fosforilada de PKC a, 6, ¢c. (B) ensayo de
Western Blot donde se muestra la expresién de TLR-1 y TLR-6 ante el silenciamiento de
PKC o, 6, ¢, MYD88 y un SiRNA Scramble como control negativo, todos en presencia de BK.
Los experimentos se realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen
correspondiente al valor de la media + E.E de la expresion de los receptores semejante a
Toll 1 y 6. Los valores se analizaron mediante t-Student con una *p<0.05 comparados
contra el estimulo de Bk.

6.14 Efecto del silenciamiento de PKC a, 6, ¢ y MYD88 en la expresion de TLR-1 y TLR-6
inducida por Bradicinina.

Al comprobar que PKC a, 6, ¢ y MYD88 estan implicadas en la sefializacion para la
expresion de TLR-1 y TLR-6 inducidas por Bk se decididé evaluar si estas Cinasas también
estan implicadas en la formacién de los heterodimeros con el receptor TLR-2. Por lo que
se evalud por ensayo de Inmunoprecipitaciéon hacia el TLR-2 ante la presencia de los
silenciamientos de PKC a, 6, ¢ y MYD88. Encontrando que PKC a, 6, ¢ y MYD88 estan
involucrados también en la formacidon de heterodimeros con el TLR-2. Lo que nos sugiere
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gue Bk esta ocupando las vias de PKC para la formacién de heterodimeros asi como de la
proteina adaptadora MYDS88. (Fig.25)

Fig.25 Efecto del silenciamiento de PKC ., §, ¢ y MYD88 en la expresion de TLR-1 y TLR-
6 inducida por Bradicinina. Las células fueron sembradas en cajas de 6 pozos en medio
DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del 80%. Posterior a
esto las células tranfectadas con SiRNA para PKC a, 6, ¢y MYD88 (A) ensayos de Western
Blot para determinar la eficiencia del silenciamiento ante el estimulo de Bk a (1uM) y
evaluar la forma fosforilada de PKC a, 6, c. (B) ensayo de Western Blot donde se muestra
la expresidn de TLR-1 y TLR-6 ante el silenciamiento de PKC a, 6, ¢, MYD88 y un SiRNA
Scramble como control negativo, todos en presencia de BK. Los experimentos se
realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la
media + E.E de la expresion de los receptores semejante a Toll 1 y 6. Los valores se
analizaron mediante t-Student con una *p<0.05 comparados contra el estimulo de Bk.

6.15 Efecto del silenciamiento de PKC o, 6, ¢ y MYD88 en la activacion de la via
canodnica de TLR inducida por Bradicinina.

Se a demostrado que Bradicinina ocupa las vias de PI3K, PLC, PKC en la expresion de TLR
pero experimentos pasados demostraron que BK podria estar activando la via candnica de
los TLR por lo que se decidid evaluar la presencia de IRAK como primer Cinasa en la via de
los TLR. Para demostrarlo se evalud por ensayo de Inmunoprecipitacion la presencia de
IRAK cuando las células presentaban silenciamiento en PKC a, 6, ¢ y MYD88 vy con el
estimulo de Bk. Los resultados demostraron que BK induce un aumento en el peso
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molecular de IRAK lo que confirma que BK esta activando la via canénica de TLR y ante el
silenciamiento de PKC a, 6, ¢ el peso molecular de IRAK se mantiene en niveles normales
lo que nos sugiere que PKC esta implicada en la activacién de la via candnica. Por otra
cuando las células presentan un silenciamiento de MYD88 y se estimula con Bk IRAK no se
localiza en el inmunoprecipitado, lo que confirma que MYD88 es la proteina adaptadora
implicada en el reclutamiento de IRAK para dar inicio a la sefializacidn rio abajo (Fig. 26)

Fig. 26 Efecto del silenciamiento de PKC a, 6§, ¢ y MYD88 en la activacion de la via
candnica de TLR inducida por Bradicinina Las células fueron sembradas en cajas de 6
pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del
80%. Posterior a esto las células tranfectadas con SiRNA para PKC o, 6, , MYD88 y un
SiRNA Scramble como control negativo para posterior a esto realizar ensayo de
Inmunoprecipitacion y concluir con Western Blot como se describe en Materiales y
Métodos. Por ensayo de Western Blot se determino la presencia de IRAK en el
inmunoprecipitado del TLR-2 ante un estimulo de Bk (1uM). Los experimentos se
realizaron 3 veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la
media + E.E de la expresion de IRAK. Los valores se analizaron mediante t-Student con
una *p<0.05 comparados contra el estimulo de Bk.

6.16 Efecto del silenciamiento de PKC a, 6, ¢ y MYD88 en la activacion MMP -2 y MMP-
9 inducida por Bradicinina

Se demostré en experimentos pasados que Bk induce un aumento en la expresién de TLR-
1y TLR-6, asi como la identificacidn de vias de senalizacidon implicadas en este proceso, sin
embargo existe otras respuesta fisioldgicas que estan relacionadas con la presencia de los
TLR en membrana. La activacion de las MMP que estan relacionadas con el re
modelamiento de la matriz extracelular, y que se ha determinado que puede formar un
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complejo proteico de MMP y TLR. Por lo tanto se decidié evaluar si BK induce la activacion
de MMP-2 y MMP-9, asi como la implicacién de PKC. Para demostrarlo se realizo
silenciamiento de las isoformas a, 6§, ¢ de PKC y de la proteina adaptadora MYD88 en
presencia de Bk (1uM). Los resultados nos muestran que Bk induce la activacion de MMP-
2 y MMP-9 una vez por arriba del basal y que las isoformas a, §, ¢ de PKC y MYD88
regulan la activacion de dichas MMP. Lo que nos sugiere que PKC a, 6, ¢ y MYD88 ademas
de regular la expresion de TLR regulan la activacion de MMP (Fig. 27)

Fig. 27 Efecto del silenciamiento de PKC a, 6§, ¢ y MYD88 en la activacion de la via
candnica de TLR inducida por Bradicinina Las células fueron sembradas en cajas de 6
pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del
80%. Posterior a esto las células tranfectadas con SiRNA para PKC a, 6, c, MYD88 y un
SiRNA Scramble como control negativo, después se estimularon con Bk a una
concentracion de 1uM para posterior a esto recolectar el medio y realizar ensayo de
Zimografia como se describe en Materiales y Métodos. Los experimentos se realizaron 3
veces por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de
la activacion de MMP-2 y MMP-9. Los valores se analizaron mediante t-Student con una
**p<0.01 comparados contra el estimulo de Bk.

6.17 Efecto del silenciamiento de PKC o, 6, c y MYD88 en la produccion de PGE,.

Bradicinina al ser un factor promotor de la inflamacién asi como un mediador en la
inmunidad innata, esta muy relacionado con otros eventos fisioldgicos como la activacién
de MMP como se demostrd. Por lo tanto otras moléculas que estan implicadas en el
proceso inflamatorio son las PGE; por lo tanto se decidié evaluar la produccién de PGE,
cuando las células son estimuladas con Bk a una sola dosis y cuando las células tienen un
silenciamiento en PKC a, 6, ¢ y MYD88. Para demostrar esto se realizo ensayo de ELISA
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donde se midié la produccion de PGE, en el medio libre (Fig.28). Encontrando que Bk
induce un aumento en la produccién de PGE, con respecto al basal y el silenciamiento de
las isoformas 6, ¢ de PKC disminuyen la produccion. Lo que nos sugiere que Bk necesita
de estas dos cinasas para inducir la produccidon de PGE; en HGF.

Fig. 28 Efecto del silenciamiento de PKC a, 6§, ¢ y MYD88 en la activacion de la via
candnica de TLR inducida por Bradicinina. Las células fueron sembradas en cajas de 6
pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, hasta obtener una confluencia del
80%. Posterior a esto las células tranfectadas con SiRNA para PKC a, 6, , MYD88 y un
SiRNA Scramble como control negativo, después se estimularon con Bk a una
concentracion de 1uM, para posterior a esto recolectar el medio y realizar ensayo de
ELISA como se describe en Materiales y Métodos. Los experimentos se realizaron 3 veces
por separado. Se muestra una imagen correspondiente al valor de la media + E.E de la
produccién de PGE,. Los valores se analizaron mediante t-Student con una **p<0.05
comparados contra el estimulo de Bk y **p<0.05 comparados contra el basal.
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7. Discusion

La respuesta inflamatoria esta mediada por diversas moléculas liberadas por las células, y
todas estas moléculas tienen como finalidad, delimitacidon del area afectada, eliminacidn
del agente patdgeno y remodelacion de la zona afectada. Dentro de la cavidad oral se
encuentran una gran cantidad de microorganismos que habitan de forma controlada, pero
cuando existe un cambio en el entorno estos proliferan ocasionando una respuesta
inflamatoria. Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que toxinas de
diversos origenes como el LTA, LPS, Poly:IC que pueden estar presentes dentro de la
cavidad oral, principal mente en la placa dentobacteriana son reconocidas por receptores
de membrana como TLR-2, TLR-3 o TLR4. Se ha demostrado que en individuos con
presencia de mayor indice de placa dentobacteriana presentan mayor activacién del TLR4
respecto a los que presentaban placa en menor cantidad; sin embargo, en ambos casos
hubo activacion del TLR2, lo que sugiere que especies comensales Gram+ pueden
interactuar con el TLR2 para iniciar la respuesta inflamatoria destructiva.’®,”

En el proceso inflamatorio juegan una papel muy importante las moleculas secretadas por
las celulas que induciran un aumento en la inflamacion como son PGE2 y Bradicinina.
Encontrando en nuestro laboratorio que Bk induce la expresion de diversos receptores
como TLR-2, TLR-3, TLR-4 en HGF tanto de manera dependiente del tiempo como de la
concentracion, a una maxima expresién a las 16 horas tras el estimulo y una
concentracion de 1 uM, asi como también se a demostrado las posibles vias de
sefializacion para la expresion de estos receptores incluyendo a la via de PLC, PKC, PI3Ky
la activacién de factores de la transcripcién como NFkB, que conllevaran a la produccién
de PGE2 y la expresion de Cicloxigenasa 2 que participan en la respuesta inflamatoria®>®
En la cavidad oral uno de los problemas mas comunes es la periodontitis donde se a
identificado que los osteoclastos y los fibroblastos pueden ser estimulados por diferentes
citosinas inflamatorias, como la interleucina 1, factor de necrosis tumoral vy
prostaglandinas E2 lo que conlleva a la reabsorcién osea.®? Interesantemente una de las
hormonas mas importantes en el proceso inflamatorio como es la Bradicinina a
demostrado poder retroalimentar la destruccion osea y la remodelacion del tejido
conectivo con la activacién de las Matriz Metaloproteinasa asi como la produccién de
PGE2. Se ha destrado que Bk al ser reconocido por su receptor B2 e induce la activacién de
vias como la de Folsfolipasa C, PI3K y PKC en el aumento de la expresion de TLR-1 y TLR-6
asi como la formacion Heterodimeros con el TLR-2. ¥ Asi como se a determinado que BK
induce la ativacion de diversas proteinas nuestros resultados demuestran que Bk esta
activando la via canonica de los TLR en el momento en que IRAK como primer cinasa de la
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via de TLR retraza su movilidad en el gel de SDS-PAGE sugiriendo esta sufriendo una
activacion y una rapida ubiquitinizacion para posteriormente ser degradada

Los dominios de los TLR se encuentran altamente conservados pero la diversidad de estos
receptores a determinado 2 vias de sefalizacion, la dendiente de MYD88 y la
independiente que esta involucrada TLR3, TLR4 y TLR7. pero el reconicimiento de los
diversos ligandos se da en LRR. por esta rason existen muchas variaciones en los TLR. pero
la diversas moleculas que son reconocidas por los TLR presentan mutaciones las cuales es
mas dificil de reconocer, por lo tanto los TLR se asocian creando Heterodimeros u
Homodimeros como TLR-2 que se asocia con TLR-1 y TLR-6 donde pueden recocer
variaciones de acidos lipoteicoico, peptidoglicanos, y ligandos endogenos como proteina
de choque termico asi como acido hiluronico. ®* en especifico el heterodimero de TLR2/6
reconoce lipopeptidos diacetilados y TLR2/1 lipopeptidos triacetilados.? 2 nuetros
resultados demuestran por primera vez que una hormona que juega un papel muy
importante en la inflamacion asi como con un aumento en la expresion y formacion de
heterodimeros TLR2/6 y TLR2/1

La interaccion de los TLR con otros receptores como los GPCR y las MMP que estan
relacionadas con la degradacion de matriz extracelular en diversos tejidos, asi como con
Sialidasas se a demsostrado con anterioridad.?’ Siendo modelos muy importantes en
diversas patologias como Diabetes y Cancer, por lo que se sigue en investigaciones para
deretminar la importancia de los TLR en enfermedades no inmunitarias. Encontrando en
nuestros resultados que Bk aumenta la activacion de MMP-2 y MMP-9 en HGF, asi mismo
como la identificacion de 3 isoformas de PKC «, §, ¢y la proteina adaptadora MYD88 en la
activacion de estas Matriz Metaloproteasas, asi mismo la produccién de PGE; esta
relacionada con la activacion de las isoformas de PKC o, 6 por medio de BK. Por lo tanto
el reconocimiento de Bk por los HGF a demostrado que aumenta la expresion de TLR1 y
TLR6 asi como la formacion de heterodimeros y que no solo aumenta la presencia de
estos receptores si no también juega un papel muy importante en la respuesta fisioldgica
como la remodelacién de la matriz extracelular y retro alimentar la respuesta inflamatoria
con la produccién de PGE,
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8. Conclusiones

Nuestra investigacion muestra que Bradicinina regula la expresion del TLR-1,
TLR-6, asi como la formacién de Heterodimeros con el TLR-2 y como
respuesta fisiolégica la activacion de MMP-2, MMP-9 y produccion de PGE,
en Fibroblastos Gingivales Humanos, mediante la activaciéon de una serie de
vias de sefalizacidn dentro de las que se encuentran la via de PLC, PI3K, PKC,
y de forma particular las isoformas «a, §, ¢, asi como la proteina adaptadora
MYDS8S.

Fig.29 Posible via de transduccion de seiiales en la expresion del TLR-1 y TLR-6.
Bradicinina se reconoce por el receptor B2 induciendo la activacién de diversas vias como
es la de PI3K, P38, PKC y la via candnica de TLR. Las cuales promoveran las expresién del
TLR-1y TLR-6 asi como la formacion de Heterodimeros con TLR-2.
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