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Resumen

Porphyromonas gingivalis es el principal agente patégeno de enfermedad periodontal, una
patologia caracterizada por la destruccion de los tejidos de soporte, y eventual pérdida del
6rgano dentario. Los fibroblastos gingivales, interactian directamente con los productos
de secrecion bacteriana, induciendo la activacion de genes que codifican para citocinas
pro inflamatorias como TNFa, IL-6 e IL-1B8. Se ha reportado que el péptido de Cistatina
C, ademas de tener un efecto antimicrobiano contra Porphyromonas gingivalis, puede
regular la respuesta inmune desencadenada ante la infeccibn. El objetivo de este
estudio fue el analizar el perfil de citocinas en fibroblastos gingivales humanos que
induce Porphyromonas gingivalis y Cistatina C. Para ello los fibroblastos gingivales
humanos fueron cocultivados con P. gingivalis (MOI 1:1) y estimulados con 20ug de
Cistatina C en cajas de 24 pozos a 37°C en una atmésfera de 5% de COZ2. Los niveles de
citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6) vy anti inflamatorias (IL-10, IL-4) fueron
determinados por ELISA. Los resultados obtenidos muestran que el fibroblasto gingival
en condiciones basales puede producir citocinas IL-10 e IL-4; al ser estimulado con P.
gingivalis induce la produccion de citocinas TNFa e IL-6. La Cistatina C al coestimular
con la bacteria, no solo disminuye las concentraciones de citocinas proinflamatorias, sino
que incrementa los niveles de citocinas antiinflamatorias como IL-10 e IL-4. El estudio
realizado demuestra que P. gingivalis es la encargada del establecimiento del proceso
inflamatorio y destruccion dsea al inducir la produccion de citocinas pro inflamatorias. La
Cistatina C, ofrece un efecto protector contra el dafo ocasionado por la bacteria, lo que

podria convertirla en un agente terapéutico coadyuvante.




Abstract

Porphyromonas gingivalis is the main pathogen of periodontal disease, a pathology
characterized by the destruction of supporting tissues, and eventual loss of the dental
organ. Gingival fibroblasts interact directly with the products of bacterial secretion,
inducing the activation of genes encoding pro-inflammatory cytokines such as TNFa, IL-6
and IL-1B. Cystatin C peptide to having an antimicrobial effect against Porphyromonas
gingivalis, and has been reported to regulate the immune response triggered by infection.
The objective of this study was to analyze the cytokine profile in human gingival fibroblasts
induced by Porphyromonas gingivalis and Cystatin C. The human gingival fibroblasts were
co-cultivated with P. gingivalis (MOI 1: 1) and stimulated with 20 ug of Cystatin C in a 24-
wells plate at 37 ° C in an atmosphere of 5% CO2. The levels of proinflammatory cytokines
(TNFa, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10, IL-4) were determined by ELISA. The results
obtained show that gingival fibroblasts under basal conditions can produce IL-10 and IL-4
cytokines, when the human gingival fibroblast was stimulated with P. gingivalis induces
the production of TNFa and IL-6 cytokines. Cystatin C, co-stimulating with the bacteria, not
only decreases proinflammatory cytokine concentrations, but also increases the levels of
anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-4. The study shows that P. gingivalis is
responsible for the establishment of inflammatory process and bone destruction by
inducing the production of pro-inflammatory cytokines. Cystatin C offers a protective effect
against the damage caused by the bacterium, which represents a good candidate as

coadjuvant therapeutic agent.




Introduccion

La cavidad oral es una estructura colonizada con aproximadamente 700 especies
microbianas, que constituyen la flora normal . La salud oral depende del balance
homeostatico entre la respuesta inmune del hospedero y la flora bucal residente.
Cualquier desequilibrio entre alguna de ellas condiciona el estado disbiotico de la cavidad
231 o cual genera desordenes principalmente de tipo inflamatorio como la enfermedad

periodontal.

La enfermedad periodontal es una patologia con alta incidencia y prevalencia a nivel
mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporta una afeccion del 20% en
adultos de edad media (35-44 afios) en el mundo. ! Por otro lado la Academia Americana
de Periodoncia (AAP) indica que el 70.1% de la poblacion americana padece la
enfermedad, siendo el sexo masculino el mas afectado en un 56.4%. Asi mismo reporta
que para la poblacidon mexicana existe una prevalencia del 66.7%. ' Al respecto la
Organizacién Panamericana de Salud (OPS) ha reportado que a nivel nacional esta

patologia es la segunda causa de atencién odontoldgica en la consulta diaria. "

Esta patologia se caracteriza por un proceso inflamatorio crénico que destruye tejidos de
soporte del diente y conduce a la pérdida del 6rgano dentario. ® Porphyromonas
gingivalis es el agente etiolégico de formas severas de la enfermedad. ' Los principales
constituyentes del tejido conectivo gingival son los fibroblastos gingivales, que pueden
interactuar directamente con la bacteria y con sus productos de secrecion

(lipopolisacaridos o gingipainas),''”

induciendo la produccion de citocinas proinflamatorias
como TNFa, IL-6 e IL-1B que son las responsables de la destruccidon de los tejidos

periodontales. ['" 2

Es de suma importancia explorar mecanismos protectores naturales para eliminar las
bacterias que causan esta enfermedad. En los ultimos afios se ha intensificado el estudio
de moléculas conocidas como péptidos antimicrobianos (AMPs). Se ha descrito que los
AMPs poseen propiedades reguladoras y antimicrobianas que les permiten modular

[13]

procesos inflamatorios mediante la quimiotaxis, promocién de angiogénesis y

reparacion de tejido dafiado. "*'>"® En cavidad bucal, éstas moléculas reciben el nombre
de péptidos salivales, debido a que son producidas por glandulas salivales mayores. '8

En estudios previos, se ha aislado de cavidad oral, especificamente del flujo salival,

8




algunos péptidos como histatinas, estaterrinas, cininégenos y cistatinas. ['*'"?° Sijn
embargo recientemente se ha reportado que especificamente la cistatina C es un
péptido ubiquitario ¥"!, que ademas de proteger la cavidad oral de la infeccién por P.
gingivalis, mediante su unién firme a las cisteina ®*?*! puede regular mecanismos
inmunes. No obstante, tales efectos aun no se han probado en fibroblastos gingivales
humanos incubados con Porphyromonas gingivalis




Antecedentes

La enfermedad periodontal es una patologia inflamatoria crénica que afecta la integridad
de los tejidos de soporte del 6rgano dentario (encia, ligamento periodontal, cemento

(24 Esta caracterizada por un proceso de transicion del

radicular, hueso alveolar).
periodonto sano a enfermo en el que existe un mecanismo disbiético que perturba la
comunidad polimicrobiana gingival, de tipo aerobia Gram positiva (Streptococcus
salivarius, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis) y anaerobia Gram negativa,
(Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Eubacterium sp., Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Treponema

denticola, Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis. ). 2 %!
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Figura 1. Colonizacion bacteriana oral. Modelo espacio temporal que muestra bacterias colonizadoras iniciales, coagregaciones

entre colonizadores iniciales y tardios. Nature Reviews Microbiology 2010

La fisiopatologia de la enfermedad cursa con diferentes etapas que se describen a

continuacion:

a) Formacion de biofilm bacteriano. El biofilm microbiano puede estar
constituido por 800 especies bacterianas en la placa dental humana. (Figura 1)

Los patdgenos putativos son principalmente anaerobios Gram negativos,
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[27,28]

espiroquetas y algunos virus (herpes virus simple [HSV-1],

citomegalovirus [CMV], virus Epstein-Barr [EBV]). %37

Comensal Patégeno

Ve O =/

Adherencia

0O 00

Salivary pellicle

Tooth surface

Crecimiento exponencial

Afaduracion / Estacionaria

Erosion/muerte bacteriana

Figura 2. Etapas de formacién del biofilm. Nature Reviews Microbiology 2010

Especificamente, las bacterias orales son las que colonizan las superficies duras.
Las caracteristicas fisicas y morfoldgicas de estas superficies crean diferentes
ecosistemas o nichos con distintos perfiles bacterianos. Estos nichos son el
resultado de un equilibrio dinamico que existe entre las fuerzas de adhesion de los
microorganismos y las fuerzas de degluciéon y masticacion, el flujo salival y
crevicular y las medidas de higiene bucal. ®*?E| primer paso para la formacién del
biofim es la insercion o adherencia de moléculas organicas, en donde el

metabolismo bacteriano es reducido, aunque se encuentra sujeto a diferentes
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condiciones como la composicién del estrato, el medio en donde se desarrolla, pH
u oxigeno presente. ** La segunda etapa conocida como crecimiento exponencial,
consiste en un transporte pasivo de bacterias, mediada por fuerzas de débil
atraccion (interacciones de van der Waals) y por mecanismos de motilidad, y
guimiotaxis. La etapa de maduracion o estacionaria, consiste en una adhesién
irreversible dada por fuerzas de corto alcance (enlaces covalentes y de hidrégeno).
Los colonizaciones primarios forman un biofilm por autoagregacién (atraccion
entre especies) y  coagregacion (atracciéon entre diferentes especies). El
microambiente cambia ahora de aerdbico a anaerdbico facultativo. Las bacterias
unidas se multiplican y secretan una matriz extracelular, lo que resulta en un
biofilm maduro. (Figura 2) ®**! La formacién y desarrollo del biofilm es ademas
resultado de sefiales sensoriales denominadas quorum sensing o comunicacion
célula-célula, la cual depende de la capacidad bacteriana para percibir su propia
densidad celular detectando la concentracion de moléculas que han sido liberados
en su medio de sefializacion. Esta habilidad funciona a través de la secrecion de
moléculas acumuladas dependientes de densidad celular, Illamadas
autoinductores, que pueden difundirse a través de membranas celulares o ser
trasportadas activamente fuera de la célula. *® Son codificados por gen luxS. En
Streptococcus gordonii, luxS regula la expresion de sspA y sspB, que codifica para
una proteina que provee sitio de unién para fimbrias de P. gingivalis. Por lo tanto
P. gingivalis es considerada un colonizador secundario capaz de unirse en

presencia de S. gordonii . *”! (Figura 3)

Mfat Proteasas
P. gingivalis ¢ Qe

¢
FimA

Fosforilacidn de tirosina inductor
d= transduccion de sefales

Sinergia palimicrooiana
SspA/B eleva la patogenicidad

S. ﬂ'ﬂlﬂﬂﬂ” GAPDH

Figura 3. Interaccion entre P. gingivalis y S. gordonii . Eur J Immunol. 2014
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Calcificacién del biofilm. Causada por iones del trasudado sérico, asi como
iones fosfato, fosforo y flior. Los tejidos calcificados estan expuestos a las
secreciones salivales y al fluido crevicular que contiene moléculas que interactian
directamente con las bacterias favoreciendo su colonizacion en las superficies

dentales y area subgingival. *®

Induccién excesiva del proceso inflamatorio. La enfermedad ocurre cuando
existe un desequilibrio entre el biofilm microbiano y una exacerbada respuesta
inmune del huésped a la presencia microbiana, este desequilibrio es complejo
debido a variaciones notables tanto en la placa dental como en los perfiles
genéticos e inmunolégicos del huésped, dando como resultado un estado

Bl as células epiteliales

inflamatorio aumentado que conduce al dafo tisular.
funcionan como wuna barrera fisica contra patégenos y provocan el
densencadenamiento de respuesta inmune innata y adquirida."” Las células
dendriticas de Langerhans dentro del epitelio capturan material antigénico
microbiano y lo llevan al tejido linfoide para su presentacion a los linfocitos.*" Los
neutrofilos intentan engullir y matar las bacterias, pero la magnitud y la
persistencia cronica del biofilm microbiano, les dificulta esta funcion. “*? Los
neutréfilos producen ademas mediadores proinflamatorios (TNF, IL-17) y regulan
el desarrollo de linfocitos T cooperadores (Th). La IL-17, actua sobre varios tipos
celulares del sistema inmune y del tejido conectivo, tales como neutrdfilos,
fibroblastos y osteoblastos. A través de estas interacciones, IL-17 induce la
producciéon de quimiocinas, metaloproteinasas de la matriz (MMPs), y otras
moléculas destructoras de tejidos (especies reactivas de oxigeno [ROS)], asi
como la expresion de ligando de receptor activador para el factor nuclear kB,
(RANKL), que impulsa la maduracién de los precursores de los osteoclastos. Los
linfocitos activados (Th1 y Th17) juegan un importante papel en la resorcion ésea
a través del mismo mecanismo RANKL-dependiente. Los neutréfilos activados
expresan RANKL y puede estimular directamente la osteoclastogénesis,
degradacion de las fibras del ligamento por las metaloproteinasas de la matriz y la

formacién de tejido de granulacion. **!
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Esta situacion fisiopatolodgica persiste hasta que se exfolia el diente o se elimina
exitosamente el biofilm microbiano y el tejido de granulacién terapéuticamente.
(Figura 4)

Figura 4. Proceso inflamatorio en enfermedad periodontal. Trends in Inmunology 2014

Factores de riesgo

En la Figura 5 se incluyen los factores de riesgo que contribuyen en la patogénesis de la
enfermedad periodontal. El riesgo de enfermedad periodontal aumenta con varios factores
como el tabaquismo, enfermedades sistémicas, medicamentos de tipo esteroide,
antiepilépticos, farmacos para terapia del cancer, mala colocacion de protesis dentales,
apifiamiento dental, embarazo y uso de anticonceptivos. Ademas de estos factores,
cualquier condicion de salud que desencadene infecciones recurrentes como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), diabetes y trastornos de los neutrdfilos, pueden

predisponer a la enfermedad. *+*°!
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FACTOR DE RIESGO ‘ DESCRIPCION

Microorganismos orales Mas de 700 especies microbianas en boca

Genéticos Sindromes que afectan fagocitos, estructura epitelial,
tejido conectivo. Haim-Munk, Papillon Lefevre,
Chediak —Higashi, Ehlers Danlos, Kindlers

Tabaco y alcohol Las personas fumadoras son mas propensas a

desarrollar enfermedad periodontal. Su asociacion con
consumo de alcohol puede conducir a pérdida del

tejido de soporte

Nutricion Deficiencias de vitamina C

Cancrum Oris ; mas comun en individuos malnutridos.

Osteoporosis Perdida de insercion del 6rgano dentario
Diabetes Respuestas exageradas de monocitos a antigenos de
biofilm

Respuesta quimio tactica de neutréfilos danada

Progresiva destruccion 6sea

Estrés Estrés emocional y psicosocial pueden causar

enfermedad periodontal.

Figura 5. Factores de riesgo de enfermedad periodontal. AJMR 2015

Microbiologia de la enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es una enfermedad infecciosa que requiere, la asociaciéon de
bacterias que colonizan el nicho subgingival. La cavidad oral facilita el crecimiento de la
microbiota residente, al estar influenciada por la temperatura, el pH y ambiente local. La
temperatura gingival en individuos sanos es de 34 a 37°C, durante la enfermedad
periodontal la temperatura de la cavidad oral alcanza los 39°C. Las altas temperaturas

coadyuvan en la expresion de genes de fimbrias de Porphyromonas gingivalis (fimA).
[46,47]
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Streptococcus mitis | COMPLEJO ROJO 1
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguis
COMPLEJO NARANJA
Prevotella
Peptostreptococcus
Campylobacter
L Fusobacterium
Eikenella corrodens Eubacterium
Capnocytophaga
Aggregatibacter |
actinomycetemcomitans

Figura 6. Microbiologia del biofilm. J Indian Soc Periodontol 2011

Las bacterias son responsables de estimular la respuesta del hospedero, lo que
determina los cambios tisulares y las consecuentes lesiones periodontales. Estas
bacterias se encuentran dentro de un glicocalix que forma un biofilm. Como se mencion6
anteriormente la formacion del biofilm permite a los microorganismos unirse,
multiplicarse, protegerse de las sustancias téxicas del ambiente; facilita la absorcién de
nutrientes, la eliminacidén de los productos metabdlicos; es decir desarrollar un entorno
adecuado con condiciones fisicoquimicas para su crecimiento!®En cavidad oral los
nichos microbiolégicos se encuentran en la mucosa masticatoria, dorso de la lengua,
saliva, area subgingival y superficies duras tales como superficies dentales y materiales

de restauracion ¥,

Se ha descrito 5 principales complejos microbianos en el biofilm subgingival. Algunas
especies se han asociado con la salud periodontal, como los complejos amarillo
(Streptococcus) y purpura (Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus). ¥¥ Sin
embargo en es en el denominado complejo rojo (Treponema denticola, Tannerella
forsythia y Porphyromonas gingivalis) y naranja (Prevotella intermedia, Parvimonas micra,

Fusobacterium nucleatum, Eubacterium nodatum y Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans) donde se encuentran las principales microorganismos

peridontopagétenos causantes de la enfermedad. (Figura 6) %"

A pesar de que P. gingivalis; se encuentra presente en la microbiota oral (0.01%, en
periodontitis murina), ®? en bajos niveles, se ha demostrado tener la capacidad de
inducir procesos de tipo inflamatorio, que conducen a destruccion 6sea, pérdida del

ligamento periodontal y subsecuente destruccién tisular. ©

P. gingivalis es un coco bacilo asacarolitico Gram-negativo, no movil, anaerobio
facultativo estricto, productor de pigmento negro, capacidad asociada con la incorporacion

a su envoltura nuclear del grupo hemo, 354

lo que condiciona su crecimiento en
complejos nutricionales ricos en vitamina K y hierro (protoporfirina 1X), el cual puede
obtener de diferentes moléculas: hemoglobina, haptoglobina, mioglobina, hemopexina,

oxihemoglogina, albuimina, lactopereoxidasa, catalasa y citocromo C. 5%

Porphyromonas gingivalis no es considera una bacteria intracelular, sin embargo diversos
estudios revelan que la bacteria podria tener esta caracteristica, ya que puede adherirse a
las proteinas de unién de células epiteliales gingivales, por lo que puede interiorizarse en

las profundidades del tejido conectivo a través de una via paracelular y destruirlo.

La patogenicidad y virulencia de Porphyromonas gingivalis esta asociada a factores o
moléculas, que ademas de ayudar al establecimiento, mantenimiento y simbiosis de
huésped-bacteria, son capaces de modular la respuesta inmune conduciendo a
condiciones inmunopatologicas esenciales para el desarrollo de la enfermedad

periodontal. "

Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis
Fimbrias

Prolongaciones finas y filamentosas multiples localizadas en la superficie celular
de P. gingivalis que favorecen la adherencia a proteinas salivales, matriz
extracelular y células eucariotas como fibroblastos, células endoteliales,
epiteliales, eritrocitos, asi como a bacterias colonizadoras tempranas de la misma

especie, participando de esta manera en la formacion del biofilm maduro. 2
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Las fimbrias de P.gingivalis se clasifican en seis genotipos (I a V, 1b), basandose
en las diferentes secuencias de nucleétidos que codifican para el gen Fim A. Las
fimbrias de tipo | (mayores) son las responsables del proceso de colonizacion e
invasién mientras que las de tipo Il (menores) poseen una alta capacidad pro
inflamatoria mediante la induccién de produccién de citocinas (IL-18, IL-6, IL-8,
TNF-a) y produccién de metaloproteinasas de matriz (MMP) como MMP-9. 59 Se
ha reportado que las fimbrias de tipo Il seguidas de las de tipo IV de
Porphyromonas gingivalis, son las mas encontradas en pacientes con enfermedad

periodontal. [

Las fimbrias representan un factor de virulencia importante en la internalizacion
de la bacteria. El proceso inicia con la fijacién mediada por FimA de P. gingivalis
a receptores de integrina B1 en la superficie de células epiteliales gingivales
(GEC), y la subsecuente activacién de adhesiones focales de tipo integrina ©",
induciendo directamente vias de sefalizacion. La primera mediada por la
activacion de receptores Toll-like (TLR-2) que estimulan al factor nuclear kB (NF-
kB) a través de TLR 2 y CD14, lo que resulta en la inducciéon de citocinas
implicadas en la resorcion 6sea, como Factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
Interleucina - 1B (IL - 1B), IL - 8, e IL — 6, molécula de adhesion vascular celular-1
(VCAM-1) y selectina E. °2%® Esto es posiblemente debido a que las fimbrias son
los componentes mas externos y los primeros en interactuar con los receptores de
la célula huésped. Como sustento de lo anterior otros estudios reportan que P.
gingivalis ATCC 33277 induce una significativa pérdida de hueso periodontal en un

modelo de ratén con delecién de gen de fimA.

Las fimbrias de P. gingivalis pueden interactuar ademas con receptor 3 del
complemento (CR3) para activar la cinasa reguladora de sefiales extracelulares
1/2 que inhibe la produccién de IL-12 mediada por sefializacion TLR-2. *° Esta
interaccion, favorece la inhibicion de lipopolisacaridos (LPS) de otras bacterias,
como A. Actinomycetemcomitans. IL-12 es una citocina clave implicada en la
eliminacion de patégenos a través de la produccion de IFN- y. Asi la inhibicion de

la IL-12, promueve la supervivencia de P. gingivalis in vitro e in vivo .

Cépsula
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Para el establecimiento en la cavidad oral los microorganismos pueden adherirse
al érgano dentario o a superficies de mucosa. La adherencia es indispensable para
proveer resistencia al flujo y saliva. Las adhesinas microbianas son componentes
de la pared celular o pueden estar asociadas a la capsula y fimbrias. ! Existen al
menos 6 serotipos de antigenos capsulares (K1-K6), su composicidon quimica
difiere entre las variedades de cepas de P. gingivalis. ®® Singh y col demostraron
que la capsula de P. gingivalis esta relacionada con el incremento a la resistencia
de fagocitosis, resistencia al suero y disminucion en la capacidad de reclutamiento
de polimorfonucleares (PMN). * La presencia de este factor de virulencia es
significativo en la adhesion inicial de la bacteria a las bolsas periodontales
humanas, debido a que interactua con proteinas de superficie y facilita su unién a
células del hospedero, especialmente a células epiteliales gingivales. " Por otra
parte los niveles y mecanismos de coagregacion entre P. gingivalis vy
Fusobacterium nucleatum han mostrado ser dependientes de la capsula. Estudios
en modelo de infeccién de ratones han revelado que las cepas capsuladas de P.
gingivalis son mas virulentas que las no capsuladas. Las cepas no capsuladas
causan menor invasion, abcesos localizados, e incrementan la fagocitosis o la
muerte rapida por macréfagos y células dendriticas. "'Estudios recientes por
Brunner y col ha demostrado que la capsula de P. gingivalis puede modular la
respuesta del hospedero al reducir la sintesis de citocinas como IL-6, IL-8 en
fibroblastos. Una explicacion para este fendmeno es que al inhibir mecanismos de
fagocitosis, incrementa la supervivencia de la bacteria dentro de las células

hospedero. 2

La capsula de P. gingivalis determina necesariamente su
supervivencia, ya que reduce los efectos de bactericidas de péptidos
antimicrobianos pequefios como las defensinas. La respuesta del hospedero-
bacteria utilizando como modelo a Drosophila melanogaster, infectada con P.
gingivalis demostr6 que la capsula es la que determina la sobrevivencia del

microorganismo. !

Gingipainas (cisteinas- proteasas)

P. gingivalis es una bacteria asacarolitica, que requiere degradar proteinas del
huésped para obtener energia. Esta funcion la llevan a cabo las cisteinas

proteasas. Son enzimas responsables del 85% de actividad proteolitica de la
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bacteria. ¥ Con base al sustrato especifico se dividen en cisteina proteasa de
tipo Arginina-X (RgpA, RgpB) y las de tipo Lisina-X (Kgp). ">7®

El sistema del complemento en particular es uno de los componentes de la
respuesta inmune innata particularmente afectado por las cisteina-proteasas. Las
gingipainas Arg-X (HRgpA, RgpB) pueden escindir la molécula C5, mediante su
actividad parecida a C5 convertasa, " resultando en la escicién de C5 en C5a
que es crucial para el reclutamiento de PMNs. En el tejido periodontal murino, la
sefalizacién C5aR sinergiza con TLR2 para inducir la secrecién de citocinas que
promueven la inflamacion periodontal y la pérdida 6sea (TNFa, IL-13, IL-6 e IL-
17A). Esto favorece especialmente a P. gingivalis y otras bacterias asociadas con
la enfermedad puesto que requieren un ambiente inflamatorio para asegurar
nutrientes criticos; producto de degradacién de tejidos que incluyen péptidos y

hierro derivado de hemina. 78"
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Figura 7. Manipulacion del complemento, TLRs, y sefializacion por P. gingivalis. Eur J Immunol. 2014

Estas enzimas pueden ademas degradar la molécula C3, contribuyendo
potencialmente a disminuir la opsonizacién bacteriana, confiriéndole de esta
manera una mayor resistencia a actividades bactericidas. Es debido a esta
degradacién de C3, que P. gingivalis puede bloquear la cascada complementaria
canodnica independientemente de la via de inicio (clasica, lectina o alternativa),
puesto que es el componente central del complemento donde convergen todas las
vias de iniciacion. ®*®"" Como consecuencia, se suprime la deposicién de C3b
opsonina o el complejo de ataque de membrana sobre la superficie bacteriana #2.
Aunque las tres enzimas median la inactivacién del complemento a través de la
degradacién de C3, HRgpA y RgpB son mas potentes que gingipainas tipo- Lys
(Kgp). % (Figura 7)

P. gingivalis también emplea mecanismos independientes de la degradaciéon para
interferir con la activacion del complemento. Especificamente, P. gingivalis utiliza
HRgpA para capturar la proteina que se une a C4b en circulacién en su superficie
celular, adquiriendo asi la capacidad de regular negativamente las vias clasicas y

de las lectinas. "

En general, estas enzimas tienen multiples efectos en componentes moleculares
de la respuesta inmune. Pueden escindir varios receptores de células T, tales
como CD2, CD4 y CD8, obstaculizando asi la respuesta inmune mediada por
células. ¥ Las gingipainas también pueden estimular la produccién de IL-6 por
células epiteliales orales y la produccion de IL-8 por fibroblastos gingivales,
mejorando asi las respuestas inflamatorias. Sin embargo, también pueden inhibir

proteoliticamente las citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-5). #%

Las gingipainas también pueden afectar la permeabilidad vascular y el sangrado
en el sitio periodontal mediante la activacion proteolitica de calicreina plasmatica y
la bradicinina o, alternativamente, aumentar la liberacion de trombina vy
protrombina, lo que puede dar como resultado una mayor permeabilidad vascular.
Ademas, al degradar fibrindbgeno, pueden contribuir a la inhibiciéon de la
coagulacion sanguinea y aumentar el sangrado en el sitio, incrementando asi la

disponibilidad de hemina para el crecimiento de P. gingivalis.®®*
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Lipopolisacarido (LPS)

Complejo glucolipidico de membrana externa, compuesto por una porcion de
polisacaridos hidrofilicos (antigeno O) y un dominio hidrofébico (lipido A); que es
el responsable de la mayoria de los efectos bioldgicos, debido a que es altamente
mitogénico. % EI LPS puede ser reconocido por el receptor CD14 (expresado en
monocitos, macréfagos, PMNs vy fibroblastos) a través de la unién de su lipido A
con la proteina unidora de LPS (LBP), una glicoproteina que se encuentra en la
fase aguda y fase normal de suero. El complejo LPS/CD14/LBP induce la
activacion de diversas proteinas como la proteina cinasa C, proteinas tirosinas,

cinasas y proteinas cinasa mitogeno activada (MAPK). ¢

El LPS también puede ser reconocido por receptores de tipo Toll como TLR2 y
TLR4 expresados en las células dendriticas, macrofagos, células endoteliales y
fibroblastos gingivales. (Figura 7) La diferencia en el tipo de receptor que
reconozca el LPS depende de los patrones de acilacion del lipido A, el cual
presenta dos formas, dependiendo de la concentracion de hemina presente en el
microambiente: tetra-acilado y penta-acilado. Cuando existe mayor cantidad de
hemina el lipido A se encuentra tetra-acilado y actia como antagonista de TLRA4.
Por el contrario, cuando existe menor cantidad de hemina el lipido A esta penta-
acilado induciendo la activacion del receptor TLR 4 vy la expresion de E- selectina.
Esta heterogeneidad que posee el lipido A favorece ademas la interaccion del
LPS con TLR-2, conduciendo a una regulacibn negativa inmunoldgica

caracteristica de enfermedad periodontal.  #”]

Estudios in vitro realizados con células dendriticas incubadas con LPS de P.
gingivalis activan linfocitos TCD4+, los cuales se diferencian en células efectoras
tipo Th1. También se ha observado que el LPS puede inducir maduracién en
células dendriticas y la secrecién de calproteina por neutréfilos humanos, la cual

funciona como un marcador de enfermedad

Estudios recientes demuestran que el LPS de P. gingivalis aumenta la expresion
de EphB4 (Ephrin type-B receptor 4) mientras inhibe la expresién de EphrinB2.
B9 | a familia de Eph de receptores tirosina cinasa se encuentra involucrada en

procesos de angiogénesis, desarrollo éseo, remodelacién 6sea, y de manera
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general en la homedéstasis ésea. Se ha demostrado que EphrinB2 es un
precursor de osteoblastos, mientras que la sefalizacion a través de EphB4

disminuye la diferenciacién osteogénica.

El LPS de Porphyromonas gingivalis inhibe la actividad de fosfatasa alcalina,
colagena1-a1, asi como la produccion de osteocalcina y la mineralizacién en
células troncales de ligamento periodontal (PDLSCs) positivas para STRO-1 y
SSEA-4. También promovié la proliferacion celular y la estimulacion de niveles de

expresion de todas las moléculas de adhesion. ©”
Dipeptidil aminopepetidasa IV (DPPIV)

Kumagai y col. demostraron que la DDPPIV de P. gingivalis participa en la
degradacién de la colagena induciendo la actividad de las metaloproteinasas de
matriz (MMPs) del tejido conectivo del huésped. La DPPIV se localiza en la cara
externa de la membrana plasmatica de la bacteria y su actividad se debe a su
domino extracelular. Esta molécula consta de una proteasa serina que se une en
el extremo amino terminal de los dipéptidos X-Pro o X-Ala de las cadenas
polipeptidicas de las proteinas de la matriz extracelular. La regién carboxilo

terminal de la DPPIV se ha asociado con actividad peptidasa. °"!

En estudios recientes se ha planteado la participacion de este factor de virulencia
en la formacién de biofilm y su relacion con la patogenicidad de la bacteria en
diversos aislados clinicos de P. gingivalis. En modelo murino, los aislados

formadores de biofilm con alta actividad de DPPIV, mostraron ser mas patégenos.
[92]

La DPPIV contribuye a satisfacer las necesidades nutricionales y de colonizacion
de P. gingivalis a través de la ruptura del tejido. El tejido conectivo es rico en
colagena tipo | y posee principalmente secuencias ricas en glicina, prolina,
sustratos potenciales a los que pueden unirse las peptidasas especificas de la
prolina como la DPPIV. Esta molécula también puede digerir a los productos
degradados por la MMP-2 y MMP-9 (gelatinasas). La DDPIV interfiere en la
interaccion entre la fibronectina y el receptor a51, mediante su receptor, lo que
podria impedir que los fibroblastos se adhieran a la fibronectina alterando el

equilibrio en la remodelacion de tejido conectivo. !
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Colonizacién de Porphyromonas gingivalis

La colonizacion de P. gingivalis se encuentra influenciada por la saliva, la cual funciona
como un vector para su transmisién y entrada en el ambiente oral. Por otro lado la pelicula
adquirida de la saliva que se deposita sobre la superficie dental facilita la adhesion de las
fimbrias de la bacteria, las cuales se unen a las superficies sélidas con una afinidad muy
alta lo que previene su remocion por el flujo salival. Mas adelante, en el proceso de
infeccidn la bacteria encuentra su nicho ideal (el surco gingival), por proliferacion o
reubicacion de los patdégenos, ademas los colonizadores secundarios, como son los
estreptococos anaerobios facultativos facilitan su entrada al nicho por reducciéon de los

niveles de oxigeno dentro del nicho, que facilita el crecimiento de los anaerobios estrictos.
[94]

La sobrevivencia en tejido gingival, especificamente en bolsas periodontales se asocia a
su colonizacién tardia una vez que existe un biofilm maduro debe a que se trata de un
colonizador tardio que interactua estrechamente con el tejido gingival yuxtapuesto. Es
decir P. gingivalis se basa en colonizadores tempranos como estreptococos y
Fusobacterium nucleatum para reducir la tension de oxigeno y proporcionar apoyo

[95]

metabdlico. La coadhesién entre estos organismos facilita las interacciones

nutricionales y de sefializacion.

P. gingivalis se desarrolla en comunidades
heterotipicas con Streptococcus gordonii mediante una adhesion de FimA y Mfa1
(fimbrias de P. gingivalis) proteinas de superficie de S. gordonii (GAPDH y SspA/B), lo
que origina cascadas de senales dentro de P. gingivalis, caracterizada por el aumento de
expresion proteina tirosina fosfatasa (Ltp1) que eleva la cantidad de transcripcion del
factor CdhR, que inhibe el desarrollo de la comunidad microbiana. "% (Figura 3).
Ademas, la fosforilacion/ desfosforilacion de la tirosina también regula la expresion de la
proteasa por P. gingivalis, influyendo asi en el potencial patogénico. !, La capacidad de
S. gordonii para aumentar la patogenicidad de P. gingivalis también se ha establecido in
vivo: la co-infeccion oral de ratones con ambos organismos induce mas pérdida de hueso

alveolar en comparacién con la infeccién con cualquiera de las dos especies. '
Invasion de Porphyromonas gingivalis en células epiteliales gingivales.

Porphyromonas gingivalis tiene la capacidad de invadir varios tipos celulares, incluyendo

(83

células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y células de musculo liso. )Sin embargo,
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existen varios estudios en donde se reporta que la bacteria internaliza en una via no
fagocitica, dependiente de clatrina en el epitelio gingival. La invasion de P. gingivalis en
células epiteliales gingivales es mediada por la adhesién de las fimbrias con receptores de
integrina a5- B1lo que induce a cambios morfolégicos prolongados (24 horas),
principalmente fosforilaciones de proteinas de adhesién focal (FAK), paxilina, talina y
vinculina lo que genera fuerzas que regulan sefializaciones para rearreglos dinamicos de

actina, microtibulos del citoesqueleto y balsas lipidicas. "°"(Figura 8)

El aumento de las concentracién de calcio (Ca®+) intracelular es otro fenémeno asociado
a la invasién de P. gingivalis en células epiteliales. Este incremento condiciona
oscilaciones en los espacios citoplasmaticos y nucleares activando el flujo de iones de
calcio a través de canales presentes en las células epiteliales gingivales (Figura 7). Las
fluctuaciones de calcio median la sefalizacion que dispara cascadas de respuestas
intracelulares que favorecen la remodelacién del citoesqueleto. La invasion de las células
epiteliales es completada alrededor de 20 minutos tiempo después del cual existe una

acumulacion de bacterias en la region perinuclear de las células. "%

Por otro lado, se ha reportado que las células epiteliales infectadas con P.gingivalis no
presentan muerte celular por apoptosis. Esto es debido a que la bacteria tiene la
capacidad de secretar una molécula putativa efectora/antiapoptética; la cinasa difosfato
nucledsido de P.gingivalis (P.g- NKD). EI mecanismo de accion de NKD consiste en el
consumo de ATP celular disponible. Yilmaz y col. mostraron que la NKD se produce
intracelularmente por la bacteria y puede interferir con la activacién del receptor
dependiente de apoptosis P2X7. La interaccion ATP con el receptor P2X7 en macréfagos
inducen una gran variedad de eventos celulares incluyendo la activacién del
inflamosoma, secrecioén de IL-18, mediando entre la muerte de la bacteria intracelular y la
induccién de la muerte celular del hospedero por apoptosis y/o necrosis. Por lo tanto, la
enzima NKD se secreta durante la infeccion y puede participar modificando la biologia de
celular del hospedero suprimiendo la muerte celular que permite que la bacteria

sobreviva, prolifere durante periodos prolongados en el epitelio gingival y se disemine.
[103]
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Figura 8. Internalizacion de P.gingivalis en células epiteliales gingivales. Eur J Immunol. 2014

Las células epiteliales viven aproximadamente una semana y P. gingivalis ha desarrollado
ademas de las ya mencionadas estrategias, otras que le permiten evitar que la muerte de
las células afecte su sobrevivencia. Una de estas estrategias es que la bacteria puede
balancear la expresidon de moléculas pro-apoptéticas como Bax y antiapoptoticas como

Bcl-2 para prevenir la muerte de células epiteliales gingivales ['*

P. gingivalis puede evadir la respuesta inmune, diseminanddése de célula a célula, a
través del citoesqueleto de actina sin causar muerte celular. Después del establecimiento
de la bacteria, se observa que el ciclo celular se encuentran alterado. Se presenta
proliferacion acelerada de células epiteliales gingivales que se refleja en un
agrandamiento del epitelio gingival, caracteristica importante que se observa en la

enfermedad periodontal. ['°"

Interaccién de P. gingivalis con fibroblastos gingivales humanos

Los fibroblastos gingivales son los principales tipos celulares encontrados en el tejido
conectivo del periodonto. Tiene la funcion de mantener y regular la integridad de tejido
conectivo mediante la secreciéon de matriz extracelular y degradacion de tejido, con la

finalidad de preservar la homeostasis del tejido. ' Son células de origen mesenquimal
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esenciales, que participan en el proceso de cicatrizacion de heridas y reparacién. Son
consideradas células “centinela”, ya que estan expuestos a patdégenos bacterianos una

vez que se rompe la barrera epitelial.

Fueron inicialmente considerados como células inmunolégicamente inertes, sin embargo,
diversos estudios han mostrado que tienen la capacidad de sensar patégenos o patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), como el LPS. Una respuesta inicial de los
fibroblastos gingivales a la presencia del LPS, involucra un incremento en la sintesis de
acido hialuronico glicosaminoglicano de matriz extracelular, que aumentan la motilidad
celular. ElI aumento del acido hialironico parece estar mediado por la presencia de LPS e
inducida por el incremento de niveles prostaglandina E-2 (PGE2). "% 19 1%] Graves y col.
sugieren que probablemente el TNFa que se produce en la encia inflamada resultado de
la infeccién por P.gingivalis, se una al receptor TNF tipo 1 en fibroblastos gingivales, los
cuales inducen una serie de eventos que conducen a la activacion de caspasas y a los

eventos que conlleva a la muerte celular por apoptosis. ['*"®

La transduccion de sefiales inducida por LPS dispara cascadas de senalizacion
intracelulares que activan factores de transcripcion, como NF-kB, este heterodimero es
mantenido en el citoplasma mediante su unién a las proteinas inhibidoras de NF-kB
(IkB). La activacién mediante el polisacarido bacteriano induce la fosforilacion de estas
proteinas inhibidoras mediante el complejo IkB cinasa (IKK), la proteina 1k-B fosforilada
es establecida como objetivo para degradacion proteosomal, lo que libera el NF-kB para
su traslocacién al nucleo y posterior unién a promotores de genes que induce la
codificacion para proteinas proinflamatorias como TNFa, IL-18 e IL-6 iniciando asi el

proceso inflamatorio periodontal. '

Ademas de este factor nuclear existen otras vias que son activadas por proteinas cinasas
acitvada por mitogenos (MAPK): via de cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK-1y 2), via c-Jun cinasas N terminal (JNK) y la via p38. Estas vias activan a su vez
factores como NF-kB (p50p65) y AP-1(c-Fos/cJun). Esta molécula es reconocida via
receptor de reconocimiento de patrones (PRR) generando sefales de dafio y secretando
mediadores inflamatorios  que regulan la respuesta inflamatoria. Los receptores
expresados por estas células son tipo Toll (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR7, TLR9) y
CD14. '8
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Péptidos antimicrobianos

Los organismos vivos tienen que defenderse del ataque constante de patégenos. Estos
patdgenos, son tolerados, y se mantienen en la superficie de las capas epiteliales, como

en algunas areas de vias superiores. """

El sistema inmunologico de mamiferos tiene varios mecanismos para eliminar estos
patégenos y neutralizar sus toxinas o alérgenos ambientales. ["'?El reconocimiento de los
antigenos por el sistema inmunologico se realiza mediante dos conjuntos de receptores.
El primer conjunto esta codificado por los genes en la linea germinal del huésped y
detecta patégenos o dafios (auto-) asociados patrones moleculares (PAMPs o DAMPS),
dando lugar a respuestas inmunes innatas. El segundo conjunto de receptores tiene
especificidad de antigenos extranos individuales generados por la recombinacion
somatica de los genes que codifican los receptores y activan respuestas inmunes

adaptativas "3,

El sistema inmune innato es la primera linea mas primitiva de los organismos
multicelulares. Los neutrdfilos, los macrofagos y las células dendriticas son las principales
células inmunes implicadas, mientras que las células no inmunes incluyen epitelio mucoso
de las vias respiratorias, tractos gastrointestinal y genitourinario, fibroblastos y células
mesoteliales. La respuesta innata es desencadenada por proteinas como, complemento.
Los receptores unidos a membrana y citoplasmicos, conocidos como receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) son también parte integral del sistema inmune innato
y se unen a PAMPs o DAMPs. Las interacciones entre PRRs y PAMPs / DAMPs activan
las vias de senalizacién celular, llevando a la induccidon de citocinas, quimiocinas,
prostaglandinas, péptidos antimicrobianos, radicales libres, aminas bioactivas, etc., que
pueden ser secretadas a partir de las células. "'* "' Los péptidos antimicrobianos (AMPs)
también se conocen como péptidos de defensa del huésped (HDPs), una terminologia
que abarca funciones antimicrobianas, asi como la reciente estudiada capacidad

inmunomoduladora.l''®

Los AMPs, son moléculas efectoras de inmunidad innata y son capaces de matar
bacterias, virus, hongos y protozoos. Constituyen arsenales antimicrobianos de
practicamente todo tipo de organismos vivos, incluidos los vertebrados, invertebrados y

plantas. """ Representan uno de los mecanismos de defensa mas antiguos para proteger

28




al huésped que evoluciond6 mucho antes del sistema inmune adaptativo. Fueron
reportados por vez primera a mediados de la década 1980-1990 a través de dos lineas de
investigacion: la primera dirigida a la definicion de los mecanismos de la hemolinfa
(sangre) de los insectos inmunizados para combatir crecimiento microbiano; mientras que
la segunda estudiaba los mecanismos de las células fagociticas de mamiferos para matar

bacterias después de haberlas ingerido. '"®!

La mayoria de los microorganismos tienden a invadir el organismo a través de las
superficies mucosas, donde se encuentran parte de los AMPs, que son sintetizados
rapidamente por las células epiteliales mucosas mediante estimulos microbianos vy
secretados en el medio extracelular. ' En la circulacion sistémica, las AMPs derivados
de neutréfilos montan la primera linea de defensa antimicrobiana después de ser

liberadas en los fagosomas que contienen los patégenos fagocitados. ['®

Actualmente la base de datos de péptidos antimicrobianos (APD) tiene registrados 2578
AMPs, incluyendo 257 bacteriocinas de bacterias, 2 de arqueas, 7 de protistas, 13 de

hongos, 319 de plantas y 1939 de animales. 1'%

Estructura de AMPs

Los AMPs comparten caracteristicas comunes que les otorgan un disefio 6ptimo para
eliminar a los microbios. Son pequefos péptidos cargados positivamente de 6-100
aminoécidos . ' Algunos AMPs catiénicos mayores como la lisozima, lactoferrina y
cistatina a pesar del mayor numero de aminoacidos exhiben propiedades
antimicrobianas y se engloban dentro de este grupo. ['*® En general, son moléculas
anfipaticas con un extremo hidréfobo y un extremo catidnico. Estas moléculas estan
enriquecidas con residuos hidrofébicos, incluyendo Triptofano (Trp), Leucina (Leu),
Isoleucina (lle),Fenilalanina (Phe) y Valina (Val), lo que les permite adoptar estructuras
anfipaticas diversas en presencia de la membrana fosfolipidica. Por lo general tienen un
exceso de aminoacidos catidnicos, como Arginina (Arg) vy Lisina (Lys), que les imparten

una carga positiva neta del orden de +2 a +9. ['?412]

AMPs se sintetizan como pre-propeptidos, donde la parte "pre", como péptido seial,
dirige la proteina al reticulo endoplasmatico. Después de la eliminacion de esta parte, las
AMP se someten adicionalmente a escisidn proteolitica, y el péptido maduro se forma con

la eliminacién de la parte "pro". ['* A pesar de sus propiedades fisicas similares, los
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péptidos comparten homologias de secuencia muy limitadas y se agrupan en cinco clases
estructurales principales basadas en dicroismo circular y estudios de magnetizacién
remanente natural (NRM). Estos incluyen hojas a-helicoidales (con puentes disulfuro
multiples), bucle (caracterizado por un solo puente disulfuro), extendido y estructuras
ciclicas ",  Los AMPs se clasifican en diferentes familias; en los mamiferos, se
encuentran la defensinas, familia de las catelicidinas y péptido salivales, producidos vy
secretados en la saliva por glandulas salivales mayores; parétida, mandibular vy

submandibular 128 1291231

Regulacion génica de AMPs

En los ultimos afios se han logrado importantes avances en el conocimiento bioquimico y
genético sobre la estructura y mecanismos de regulacion de los genes de AMPs en
mamiferos e insectos, particularmente en Drosophila. Se ha demostrado que en el
genoma pueden presentarse una o varias copias de estos genes, con variado numero de
intrones e incluso transposones . En Drosophila se ha demostrado que los genes
codificadores de AMPs contienen secuencias de DNA reguladoras conocidas como
elementos kB. ""’Este tipo de secuencias son similares a las responsables de la
regulacién de la expresion de la cadena ligera k de la inmunoglobulina y de proteinas de
respuesta de fase aguda en mamiferos. Por otra parte, en las células del cuerpo graso de
Drosophila también se han caracterizado tres factores de transcripcion del tipo rel
conocidos como Dorsal, Dif y Relish, los cuales se translocan al nucleo celular en

271281291 Estos factores nucleares kB (NFK)

respuesta a un estimulo microbiano.
reconocen secuencias kB en la region reguladora del gen y, consecuentemente,
promueven la produccion de AMPs. La activacion de los genes de AMPs estan bajo el
control de diversas rutas reguladoras, donde la mejor caracterizada es la ruta Toll, la cual
incluye la activacion de proteinas de reconocimiento que se unen a receptores (Toll). La
union al receptor activa una cascada de fosforilacion de proteinas citoplasmaticas (Tir,
Tube, Pelle) que a su vez inactivan al inhibidor kB (cactus), para permitir la translocacién
de los factores de transcripciéon kB (Dorsal, Dif) al nucleo, activando la expresion de genes

de la respuesta inmune, incluyendo los AMPs. ['*%

Clasificacién de AMPs
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Los péptidos antimicrobianos son pequefias moléculas de composicion variable de
aminoacidos (6-100 aminoacidos), catiébnicos con una carga positiva global de 2-9 que le
asegura la acumulacién en las superficies microbianas polianionicas con polimeros como
lipopolisacaridos y acidos teicoico de bacterias Gram negativas y positivas , y con una
carga del 30% de residuos hidrofébicos e hidrofilicos. I'*"! Estas propiedades permiten al
péptido plegarse en una estructura anfifilica en tres dimensiones. Basandose en su

estructura secundaria los AMPs son clasificados en clases:

AMPs alfa helicoidales: representan los péptidos mas estudiados de las ranas
africanas. Se encuentran estabilizados por dos o cuatro puentes de disulfuro.
Numerosos estudios indican que alfa hélice se unen a la membrana con la
superficie hidrofébica, contribuyendo como factor de citotoxicidad para las células.
La anfipaticidad de estos péptidos es usualmente segregado a lo largo del eje alfa
hélice. Los péptidos pueden liberarse paralelamente a la membrana durante la
interaccion inicial con los lipidos. Las propiedades de los tallos alfa hélice influyen
en la profundidad e insercion en la membrana para llevar a cabo la actividad
antimicrobiana. Pueden incorporarse en la membrana a través de poros toroidales
compuestos por asociacion de péptidos. La formaciéon del poro esta siempre
asociada con los cambios locales de la membrana en donde las moléculas
lipidicas se curvan y solo dos péptidos se localizan en el centro, mientras que los
demas se localizan en la periferia. Posteriormente ellos se traslocan al interior de

las ceélulas y los péptidos se mantienen paralelamente a la bicapa lipidica.
[132,133,134]

Péptidos hoja beta. Estabilizados por dos o cuatro puentes de disulfuro. La
mayoria de estos péptidos irrumpen en la membrana bacteriana a través de la
formacion de poros toroidales como los observados en la péptido protegrina I.
Estos péptidos forman barreras transmembrana oligomericas en membranas
anionicas, formando agregados en la superficie. Adicionalmente se sugiere que
emplean mecanismos no liticos, por ejemplo el péptido lactoferrina puede actuar
sinergicamente con otros agentes antimicrobianos afectando el potencial
transmembrana y fuerza protonica, resultando en la inhibicion del flujo de ATP.

Estos péptidos analogos son potentes contra el espectro de actividades de
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Pseudomonas aeruginosa. *>'®lLa conformaciéon de estos péptidos esta
estabilizada por puentes de disulfuro entres residuos de Cys conservada. A este
grupo pertenecen las defensinas (HBD-1) con propiedades contra Candida

Albicans y algunas bacterias Gram-negativas. ['*"'*®

AMPs extendidos. No poseen elementos estructurales secundarios regulares, sin
embargo poseen altas concentraciones de aminoacidos como arginina, tripsina,
prolina. Las moléculas extendidas ricas en tripsina y arginina poseen residuos
peptidicos que incluyen RRWQWR y RAWVAWR los cuales son identificados
como fragmentos antimicrobianos y con gran espectro de actividad. "% Por
ejemplo el hexapeptido WRWYCR identificado como inhibidor unido a uniones
Holliday, lo que podria asociarlos con prevencion en mecanismos de replicacion
recombinacion y reparacion de DNA bacteriano. Su funcién antimicrobiana se da a
través de la penetracion de la membrana y ejercen sus efectos antimicrobianos
con la interaccion especifica con proteinas intracelulares que sirven como
chaperonas y tienen actividad ATPasa, acumulandose principalmente en el
citoplasma bacteriano. " " Dentro de este grupo se encuentran los péptidos

salivales como las Histatinas y Cistatinas.['*?

Mecanismo de accion

La actividad antimicrobiana de péptidos de defensa del huésped se antagoniza a
extensiones variables por cationes divalentes como Mg? + y Ca® + (a concentraciones
fisiolégicas de 1-2 mM), cationes monovalentes como Na * {+} y K * {+} (100 mM), y

143

polianiones tales como glicosaminoglicanos (heparina y otros) y mucinas."*? Por tanto

solo aquellos péptidos que han demostrado la capacidad de matar directamente
microbios bajo tales condiciones fisioldgicas se consideran antimicrobianos. ['*'4°!

Los péptidos entran en entran en contacto con la superficie aniénica del citoplasma y se
insertan de tal manera que inicialmente la interfase de los grupos de cabeza hidréfilos y
las cadenas de acilo grasas de membrana de fosfolipidos. Después de la insercién en la
membrana, los péptidos antimicrobianos actian ya sea alterando la integridad fisica de la
bicapa, por adelgazamiento de la membrana, poracion transitoria o por interrupcion de la
funcion de barrera, o trasladarse a través de la membrana y actuar sobre objetivos

internos. 11461471
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Para explicar el mecanismo de permeabilizacién de la membrana medida por los AMPs
se han propuesto diversos modelos que ocurren en la membrana citoplasmatica
bacteriana después de la adsorcion inicial del péptido antimicrobiano (AMPS). Sin
embargo estos eventos no son necesariamente exclusivos unos de otros. Los péptidos
situados en la membrana alcanzan una concentracién umbral, se insertan a través de la
membrana para formar poros revestidos de péptido en el modelo de barril, solubilizar la
membrana en estructuras micelares en el modelo de alfombra o formar poros en el
modelo de poro toroidal. (Figura 9)En el modelo de poro toroidal desordenado, la
formacion de poros es mas estocastica e implica menos péptidos. El espesor de la bicapa
puede ser afectado por la presencia de los péptidos, incluso la propia membrana puede
ser remodelada para formar dominios ricos en lipidos anidnicos que rodean a los
péptidos. La absorcion de péptidos a la membrana puede potenciarse dirigiéndolos a
fosfolipidos oxidados. Un péptido, también puede acoplarse con aniones pequenos a
través de la bicapa, dando como resultado su eflujo, generando que el potencial de

membrana se disipe sin generar dafio. 434!

A continuacion se exponen a profundidad algunos de los modelos que explican el

mecanismo de accion de los AMPs.
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Figura 9. Eventos en membrana citoplasmatica bacteriana después de la adsorcion inicial del péptido antimicrobiano (AMPS).

Trends in Biotechnology 2011.

Modelo hoyo polilla/ carpet mechanism. En este modelo los AMPs son
orientados paralelamente a la superficie de la capa lipidica. Primero los péptidos
son atraidos por cargas electrostaticas a los grupos fosfato en diversos sitios,
cubriendo la membrana, una vez cubierta, se orientan y actian como detergentes,
rompiendo la membrana a través de la formacién de micelas. Este tipo de poro
transmembranal es inducido por alameticina (un tipo de AMPs). ["**"5"Este modelo
ha sido el mecanismo mas encontrado al usarse altas concentraciones in vitro de
AMPs. [1562,153]

Modelo de tap6on de barril. En este modelo los péptidos forman un poro en la
membrana con un lumen central que semeja a un tapon compuesto por péptidos

helicoidales. Las regiones hidrofobicas del péptido se alinean con la region lipidica
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central de la membrana y la region hidrofilica del péptido forma la region interior

del poro. %415

Modelo del poro toroidal. Los AMPs con alfa hélices unidos a la membrana, se
agregan e inducen a la monocapa de lipidos a plegarse sobre si misma de forma
continua, estabilizando la formacion del poro por las interacciones hidrofébicas
entre las regiones apolares del péptido que envuelven a las cabezas de los lipidos
de la membrana, alcanzando a interaccionar simultaneamente con las cadenas
acilares de los lipidos. Esto forma un poro con los grupos hidrofilicos orientados
hacia el centro del poro, atrapando agua en el centro del mismo. Este tipo de poro
transmembranal es formado por diferentes AMPs como magaininas (AMPs de

anfibios), protegrinas (AMPs de cerdo) y melittina (AMPs de abejas). ['*%1%¢:1%7]

Modelo de agregacion. En este modelo los péptidos se orientan en el espacio de
la membrana en forma de agregados, con complejos de péptidos y lipidos

parecidos a una micela, pero no adoptan una orientacién en particular. !'*¢'%%

Electroporacion molecular. La interaccién de los péptidos con la membrana
celular de la bacteria promueve un potencial electrostatico de hasta 0.2 V, a través
de la bicapa que es suficiente para la formaciéon del poro, por medio de una
densidad de carga alcanzada, representada por altas concentraciones de

aminoacidos catidnicos en los AMPs. [149 160

Balsas lipidicas que se hunden. Los péptidos anfipaticos pueden causar una
pérdida del balance por unién y deformacion (hundimiento) de las balsas lipidicas
en la bicapa lipidica, creando curvaturas con gradientes que permiten a los
péptidos introducirse en la membrana creando poros transitorios que son letales

para los microorganismos. ['°"

Independientemente del mecanismo utilizado por los péptidos el efecto antimicrobiano

puede ser atribuido a los blancos, puesto que inhiben proteinas funcionales del
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microorganismo, asi como la sintesis de DNA, RNA o por la interaccién con ciertas

blancos intracelulares por penetracion directa o endocitosis. ['* 12!

Estudios recientes enfatizan que el impacto de la actividad de estas moléculas en las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. La muerte de éstas ocurre cuando la
membrana celular estda completamente saturada por AMPs. Cuando éstos interactuan con
acido lipoteico anidnico puede reducir la concentracién local de péptidos requeridos para
la desestabilizacion de la membrana plasmatica y la formacion del poro. La ruptura de la
bacteria Gram-positiva puede cubrirse con péptidos mediante la interaccidon molecular
entre los péptidos como GL13K y acido teicoicos en la pared celular. Los acidos teicoicos
tienen gran afinidad por los péptidos catiénicos por sus altas propiedades anidnicas. Los
grupos fosfato cargados negativamente de estos acidos en la pared celular, crean un
ambiente acido que mantiene la actividad de autolisina a bajas concentraciones. Asi
mismo los péptidos pueden interactuar con grupos fosfato de los acidos teicoicos que

permiten la liberacion de protones. El resultado sera el incremento del pH local. 1526

El mecanismo de accidén de AMPs sobre bacterias Gram negativas es directamente
mediante membranas de despolarizacion y permeabilizacion o mecanismos donde el

objetivo letal es el citoplasma. 46

En bacterias Gram-negativas, los péptidos se
asocian primero con los restos cargados negativamente de la membrana externa,
produciendo grietas estructurales. También se unen a los sitios de union de cationes
divalentes de LPS de superficie polianidonica y expanden la membrana externa
desplazando cationes divalentes, que normalmente estabilizan la estructura de la
membrana externa. La interrupcion de la funcion de barrera y la integridad de la
membrana externa permite entonces el paso de moléculas tales como grandes

(6] | os AMPs se unen entonces a

antibidticos hidréfobos y los mismos AMPs.
membrana citoplasmatica, cuando alcanzan concentraciones suficientes, se agregan

dentro de la membrana. (Figura 10)

La resistencia de las bacterias a la muerte por péptidos esta determinada por una serie de
propiedades bacterianas, incluyendo densidad de carga y estructura de componentes de
pared externa tales como LPS, composicidon lipidica de la membrana citoplasmica,

presencia de un potencial electroquimico a través de la membrana citoplasmica, cambios
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y tensiones ambientales y mecanismos de ruptura, transporte y eflujo de los péptidos.
[167, 168]

Membrana

exierna

Peptidoglicano

Membrana

citoplasmica

Figura 10. Interaccién entre AMPs y bacteria Gram negativa. Molecular Imnmunology 2003

Potencial inmunomodulador de AMPs

La importancia de los AMPs en Ila inmunidad innata, y sus propiedades
inmunomoduladoras ha sido ampliamente estudiada durante la Gltima década. '%*""% Las
funciones inmunomoduladoras de éstas moléculas esta mediado por la disrupcién de la
membrana que altera o inactiva a los receptores de membrana del hospedero (TLR4),
mediante dos vias. En el primer modelo (trans-activacion) el AMPs estimula la liberacion
de factores de crecimiento unidos a la membrana, posteriormente los AMPs se unen y
activan a receptores de factores de crecimiento como Factor de crecimiento epidermal
unido a heparina (HB-EGF), y su receptor (EGF). En el segundo modelo (ligando
alternativo) los AMPs actian como un ligando directo para un receptor especifico. La
activacion del receptor especifico seguido de la unidon con AMPs inicia la sefalizacion de
receptores; receptor de quimiocina tipo 6 C-C, (CCR6) y el receptor tipo 1 péptido formil

acoplado a proteina G (FPRL-1 (Figura 11) """
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Figura 11. Modelos propuestos para la activacion de potencial inmunomodulador de AMPs en células huésped. Acta biomaterialia

2017

Se han realizado estudios con péptidos sintéticos para evaluar su capacidad de
inmunomodulacion y que sean capaces de imitar las funciones de los AMPs naturales.
Los AMPs sintéticos que se utilizan para las inmunoterapias, como son los reguladores
de defensa inmune [IDRs] presentan funciones inmunomoduladoras incrementadas '
Una ventaja significativa de los AMPs sintéticos es la terapia peptidica combinada,
particularmente util, ya que la actividad antimicrobiana mejora o se complementa con
otras funciones, tales como la actividad anti-endotoxina. Por ejemplo, el pentahidrocloruro
de Omignan un péptido cationico [secuencia ILRWPWWPWRRK amida], obtenido de
neutréfilos bovinos, ha demostrado gran actividad contra una variedad de
microorganismos Gram positivos, negativos y hongos (Staphylococcus aureus, E. coli,
Candida albicans) y actualmente este péptido, se encuentra en el ensayo clinico de fase
3 para ser aplicado en el tratamiento para pacientes que presentan rosacea papulo-
pustular. ' Opebacan, es una proteina humana con funciones bactericidas, que se
encuentra en ensayo de Fase | / Il para tratar endo-toxemia en receptores de

transplante de células madre hematopoyeticas. OP145, es un derivado estructural de
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catelicidina LL37,capaz de potenciar la uniéon a LPS y LTA. Se han realizado estudios
en sujetos adultos que presentan otitis crénica media bacteriana, y se encuentra en
ensayos clinicos de fase. !"*! IB-367 un analogo de protegrina sintética, capaz de reducir
el crecimiento bacteriano de especies Gram positivas (Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguis, Streptococcus salivarius y Staphylococcus aureus) a dosis de 0,13y 64 ug/ ml,
mientras que la concentracion que se utiliza para reducir crecimiento de especies Gram
negativas (Klebsiella, Escherichia y Pseudomonas) es de 0,06 a 8 ug/ ml. A la fecha éste

péptido se encuentra en fase Il de ensayo clinico en pacientes con mucositis oral '™

Péptidos salivales y su potencial inmunoregulador

Los péptidos antimicrobianos son capaces de reconocer una gran variedad de especies
microbianas y mantener la homeostasis hospedero- microorganismo . El epitelio oral
(epitelio escamoso estratificado) y la saliva son los mecanismos de defensa mas
importantes de cavidad oral, ya que actuan, como una barrera mecanica, y tienen la

propiedad de lavado mecanico, denominado autoclisis. """

Estudios recientes de proteoma salival reportan la existencia de 1100 proteinas en la
saliva humana. (Ver anexos) Existen reportes en la literatura que muestran que la

ausencia de un solo AMPs puede conducir al aumento de la enfermedad periodontal. ['"®!

La variedad de funciones de los AMPs parece ser una estrategia exitosa contra la
resistencia bacteriana. Los péptidos antimicrobianos inducen la estimulacion de
quimiotaxis, fagocitosis, mediadores de inflamacion y regulan la funcion de sistema de

complemento. '™

La diversidad de péptidos antimicrobianos en cavidad oral pueden agruparse en seis

familias funcionales, como a continuacién se describen:

Péptidos catiénicos

Estos péptidos tienen propiedades bactericidas y basteriostaticos. A éste grupo
pertenecen péptidos como adrenomedulina, alfa y beta defensinas, catelicidinas ,
histatatina 1,3 y 5, estaterrina, quimiciona 28 motivo C-C, azurocidina entre otros.

Sus principales blancos se muestran en la (Figura 12). 18 181.182.183]
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Péptido antimicrobiano

Blanco

Actividad

Adrenomedulina P. gingivalis MIC 7.75 - 10)"ug/ml
S. Mutans MIC 12.5 ug/ml
HNP-1 S. mutans MIC 4.1 uyg/ml
P. aeruginosa MIC 10.3 ug/ml
C. albicans MIC 52.5 ug/ml
Virus envueltos Inactivacion
HIV-1 Inhibe replicacion
P. gingivalis > 200 pM
A. actinomycetemcomitans > 500Mm
HNP-2 P. gingivalis > 200 pM
A. actinomycetemcomitans > 500uM
Herpes virus simple-1 Inactivacion
HIV-1 Inhibe replicacion
HNP-3 P. gingivalis > 200 pM
A. actinomycetemcomitans > 500uM
Herpes virus simple-1 Inactivacion
HIV-1 Inhibe replicacién
HNP-4 E. coli LDs500.085 pg/ml
C. albicans LD50 0.5y g/mi
hBD-1 P. gingivalis MIC 50 pg/mi
A. actinomycetemcomitans MIC 50 pg/mi
C. albicans MFC 7 uM
hBD-2 P. gingivalis MIC 34.6—>250 ug/ml
S. mutans MIC 4-8 pyg/ml
C. albicans MIC 5-59 pg/ml
HIV-1 ICs50 9-19 ug/ml
hBD-3 P. gingivalis MIC 42.1 uyg/mi
A. actinomycetemcomitans MIC 45.6 pg/ml
S. mutans MIC 3-5 ug/ml
C. albicans MIC 3-7 ug/ml
HIV-1 ICs59 20—40 pug/m
LL-37 P. gingivalis MIC >125 pg/ml

A. actinomycetemcomitans

MIC 37.8 ug/ml
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S. gordonii MIC 102.6 ug/ml
C. albicans LDsg 0.8 uM
Histatina 5 P. gingivalis Neutraliza leucotoxinas
C. albicans LDsg 1.6 uM
Estaterina Anaerobios orales MIC <12.5 yg/ml - >100 ug/
C. albicans ml
Agregacion
CCL28 S. mutans ICs0 1.7 uM
C. albicans ICs0 0.7 uM
Azurocidina /CAP37 E. coli LDsp 1.3 pg/ mi
C. albicans MIC 40 pyg/ml
Sustancia P P. aeruginosa MIC 15.7 ug/mi
S. mutans MIC 171.6 uyg/ml
C. albicans MIC 8.1 ug/ml
Psoriasina E. coli MBC 100 pg/ml
Lisozima C Bacterias Gram- positivas Lisis de la pared cellular
Neuropeptido Y P. aeruginosa MIC 134.3 uyg/ml
S. mutans MIC 210.9 ug/ml
C. albicans MIC 243.2 ug/ml
SKALP/Elafina P. aeruginosa LD96 2.5 uM

Figura 12. Actividades antimicrobianas de péptidos ¢ catiénicos. Periodontology 2000, 2009

Péptidos de aglutinacion y adhesién bacteriana

Dentro de ellos se encuentran, incluidas la mucina salivar pequefia MUC7 (MG2),
expresada en células acinares mucosas de las glandulas sublinguales y
submandibulares, por tanto se encuentra en saliva. ['*! Esta proteina posee 377
aminoacidos con cuatro sitios de N glicosilacion potenciales. Mucina-7 promueve
la aglutinacion bacteriana, sus niveles en saliva estimulada son dos veces mas
bajos en pacientes con periodontitis que en sujetos sanos (16,7 pg/ml frente a
30,6 pg/ml). Ademas MUC7 y mucina Muc5b, impiden la entrada del virus de la

(18] Otro de las

inmunodeficiencia humana (VIH) en las células huésped.
moléculas pertenecientes a este grupo es la aglutinina salival (GP340 / DMBT1);

es una glicoproteina con repeticiones ricas en cisteina. La proteina se encuentra
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en la saliva y se expresa en las glandulas salivales, el tejido mucoso ocular, la
glandula lacrimal, el pulmoén, la traquea, el tracto gastrointestinal y los macrofagos.
[186.187] | os polimorfismos de DMBT1 se han asociado con una alta incidencia de
caries, debido a que la proteina actua en la union y aglutinacién de bacterias,

(188189 DMBT1 también actia como un

incluyendo los estreptococos orales
receptor de opsonina para promover el aclaramiento bacteriano. Por otro lado las
proteinas ricas en prolina, agrupadas en la familia de péptidos de aglutinacion,
también se encuentran en saliva y se unen a la superficie del diente y afectan la
adhesién bacteriana. "®! La fibronectina otra glicoproteina localizada en saliva
(2386 aminoacidos de tamafio) se expresa en hepatocitos, células epiteliales y
otras células. Esta proteina induce la aglutinacion bacteriana y reduce Ila
adhesion bacteriana a las superficies orales [ '®"l, La fibronectina también se une
directamente a la fibrinina de P. gingivalis y por lo tanto inhibe la expresién
inducida por fibrinina de las citocinas inflamatorias en los macréfagos. Tanto las
proteinas ricas en prolina como la fibronectina afectan la adhesion bacteriana y la
formacion de biofilms, retardando Ila colonizacion bacteriana de las superficies

orales. "%

Quelantes de iones metalicos

Las proteinas de unidn a iones metalicos inhiben el crecimiento bacteriano
actuando como catalizadores de cationes divalentes. El dimero de calgranulina (A
(S100A8) y B (S100A9); denominado calprotectina, se expresa en el citosol de
neutrdéfilos, monocitos y queratinocitos. Los niveles de expresion de calgranulina A
y B estan regulados en las células epiteliales orales H400 expuestas a P. gingivalis

o Fusobacterium nucleatum ['%%,

Por consiguiente, la calprotectina se regula
positivamente en la enfermedad periodontal y se detecta a niveles aumentados en
el fluido crevicular gingival de los pacientes con periodontitis. Los niveles de
calprotectina también aumentan en la saliva de los pacientes con candidiasis "%,
Por otro lado la glicoproteina lactoferrina  (lactotransferrina) actia como un
eliminador de iones Fe**, une dos iones Fe®* asociados con bicarbonato u otro
anioén. Es producido por las células epiteliales de la mucosa y se encuentra en sus
secreciones, incluyendo la saliva (250) y el fluido crevicular gingival. '*° La

lactoferrina actua sobre bacterias, virus, hongos y parasitos. En especifico se ha

42




estudiado su accién contra A. actinomycetemcomitans, y P. gingivalis. 1'% 197!

Ademas de sus efectos sobre los patdégenos periodontales, la proteina induce
apoptosis en C. albicans en un proceso que depende de los canales celulares de
K*. La lactoferrina también se une a la parte del lipido A del Lipopolisacarido,
dando lugar tanto a la actividad antiinflamatoria y bactericida como resultado del

aumento de la permeabilidad de la membrana. '*®!

Peroxidasas

La lactoperoxidasa (peroxidasa salival) es una hemo peroxidasa que se encuentra
en la saliva y la leche. La lactoperoxidasa y la mieloperoxidasa forman los
componentes principales del sistema de peroxidasa de la saliva. ['*¥ Las enzimas
catalizan la oxidacion de los iones tiocianato (SCN) por perdxido de hidrogeno, y la
reaccion de la produccion de hipotiocianita (OSCN) es bactericida. Ademas, la
mieloperoxidasa puede producir hipoclorito (OCI), un oxidante mas fuerte
implicado en proceso inflamatorio del tejido. La mieloperoxidasa se encuentra en la

fluctuacién creatinina gingival de aproximadamente 5 ug / ml. #%!

AMPs con actividad contra paredes celulares bacterianas.

Dentro de este grupo se encuentran la lisozima y proteinas de reconocimiento de
peptidoglicanos 3 y 4. La 1-4 Beta-N-acetiimuramidasa (lisozima) es una enzima
bacteriolitica que hidroliza los (1, 4) -alcalinos entre el &cido N-acetiimuramico y los
residuos de N-acetil-D-glucosamina en los peptidoglicanos. Actua contra la pared
celular de bacterias Gram positivas. Se expresa en el epitelio de la mucosa y se
encuentra en la saliva, la leche y las lagrimas. La lisozima se encuentra en el
liquido crevicular gingival. ?°"! Las proteinas de reconocimiento de peptidoglicano 3
y 4 (homodimeros o heterodimeros disulfilicos de 89-115 kDa) se expresan en la
piel y epitelio de la mucosa humana, incluyendo las glandulas salivales. La
proteina de reconocimiento de peptiglicano 1 se encuentra en la saliva. En general
estas proteinas ejercen su efecto bactericida uniéndose a los peptidoglicanos de

la pared celular de bacterias Gram positivas patégenas y no patégenas. %%

Inhibidores de proteasa
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En este grupo se engloban el inhibidor secretor de proteasa leucocitaria, elafina
(SKALP) y cistatinas, que se explicara mas adelante. El inhibidor secretor de
proteasa leucocitaria una proteina no glicosilada cationica de 11,7 kDa, con 16
residuos de cisteina que forman ocho puentes de disulfuro. Se expresa en células
epiteliales mucosas y secreciones, incluyendo queratinocitos gingivales y saliva. El
inhibidor de la proteasa leucocitaria secretora actia como un inhibidor de la serina
proteasa bacteriana y es una proteina antibacteriana y antiinflamatoria. EI dominio
catiénico N-terminal es antimicrobiano con actividad contra P. aeruginosa, S.
aureus y C. albicans. ?®! La antileucoproteinasa derivada de la piel (SKALP) o
elafina es una proteina de 12 kDa expresada en la glandula submandibular
humana y en la saliva. ?® La proteina tiene un dominio N-terminal que actta
como un sustrato transglutaminasa y un dominio C-terminal que exhibe actividad
anti-elastasa. Ademas, la proteina mata las bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas; Esta actividad depende de la presencia de ambos dominios peptidicos.
[205]
Debido a que la enfermedad periodontal se encuentra en forma localizada, es importante
sefalar que la concentracion de los AMPs en saliva puede estar  significativamente
diluida y esto puede no ser relevante en la concentraciéon que se encuentra en las bolsas
periodontales. Los neutrdfilos, por ejemplo, al ser reclutados en el sitio de lesion y al
encontrar un biofilm maduro, pueden ser incapaces de fagocitar las bacterias del biofilm,
lo que conduce a una "fagocitosis frustrada" causando la liberacion de enzimas vy
productos de la estallido oxidativo que ocasiona la destruccion de tejidos en la bolsa

periodontal . 2°°!

A la fecha méas de 45 AMPs se han identificado en la cavidad oral. " Su produccién se
encuentra a cargo del epitelio oral, epitelio sulcular, neutréfilos en el tejido conectivo y
epitelio de union, el epitelio de la lengua, amigdalas, las glandulas salivales, pulpa dental
y pueden detectarse facilmente en la saliva, fluido crevicular gingival (GCF) y fluido
crevicular implantar (PICF). ¥ A pesar del gran numero y variedad de AMPs orales la
evidencia sugiere que s6lo un grupo de AMPSs, incluyendo las histatinas, estaterrinas,
proteinas ricas en prolina y cistatinas estan presentes en la saliva en concentraciones
superiores a la concentracion inhibitoria minima (MIC). ®°® En el genoma humano los

genes que codifican para los péptidos estan agrupados en el cromosoma 3, 4, 12, 20y
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21. La presencia de estas moléculas en cavidad oral impacta en su homeostasis, ya que
previene la desmineralizacién por bacterias acidogénicas, protegiendo contra caries

dental e infecciones fungicas. %

Los péptidos antimicrobianos utilizan receptores de quimioquinas como CCR2 y CCRS,
para llevar a cabo la sefalizacion y otros péptidos antimicrobianos que son
quimiotacticos para monocitos, células T, células dendriticas, mastocitos, células de
Langerhans y neutréfilos. Al activar y madurar las células dendriticas se inicia la
diferenciacion celular, produccién de citocinas anti inflamatorias, expresiéon de ICAM-1,
CD11b y CD11c por neutrdfilos, aumento de expresion de IL-8 y ENA-78 (CXCLD5),
degranulacion de mastocitos, liberacion de histamina y prostaglandina D2, asi como
regulacion de complemento. Actuando de esa manera como adyuvantes del sistema

inmunoldgico y como biomarcadores de las enfermedades bucales. [#'% 2" 212

En conjunto, estos péptidos protegen los tejidos orales de los efectos inflamatorios de los
microorganismos comensales y patdgenos y sus productos. Su importancia se puede
demostrar claramente en enfermedades orales en donde la produccion de péptidos
antimicrobianos se encuentra alterada. Los neutréfilos de individuos con Morbus
Kostmann son deficientes en LL-37 (catelicidina) y concentraciones reducidas de HNP a-

[213

defensinas 1-3, manifestando enfermedad periodontal severa. ?'® Otros estudios reportan

que en individuos con enfermedad periodontal asociada a A. actinomycetemcomitans

24y los individuos con

tienen menor produccion de mucina-7 (MG2) y lactoferrina.
hipofuncion de las glandulas salivales y concentraciones disminuidas de lactoferrina
salival y HBD tienen incidencias aumentadas de candidiasis oral. *"®lLa defensina LL-37
posee también propiedades immunomoduladoras ya que induce la migracion de células
madre de pulpa dental por activacion de receptor de factor de crecimiento epidermal y
cinasa C-Jun N-terminal. También activa la via MAPK/ERK que incrementa la secrecion
de factor de crecimiento endotelial vascular. *'® Ademas de éstos péptidos, la presencia
de histatinas en el biofilm evita procesos de desmineralizacion de esmalte. La adicion de
Histatina-1 a apatita confiere resistencia a la degradacion proteolitica lo que la

potencializa como una péptido terapeutico contra caries dental. *'"!
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Patégeno periodontal Péptido antimicrobiano

Aggregatibacter hBD-2
actinomycetemcomitans hBD-3
hCAP 18

fibronectina

Porphyromonas gingivalis PSP/SPLUNC2
hBD-2
hBD-1
hBD-3

Adrenomedulina
LL-37
Calgranulina
Cistatina C

Tannerella forsythia hBD-2
hBD-1
hBD-3
LL-37

Treponema denticola hBD-2
hBD-1
hBD-3
LL-37

Fusobacterium nucleatum hBD-2
hBD-1
hBD-3
LL-37

Calgranulina

Prevotella intermedia hBD-2
hBD-1
hBD-3
LL-37

Figura 13. Efecto de péptidos antimicrobianos sobre patégenos periodontales. Periodontology 2000, 2009

En anos recientes se ha analizado la importancia del Cistatina, péptido perteneciente a
la familia de inhibidores de proteasas de microorganismos como P. gingivalis y otros

periodontopatogenos, siendo de los pocas moléculas que se ha comprobado inhiben su
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crecimiento % (Figura 13) Actualmente también se pondera a esta molécula como una

potencial moduladora de procesos inflamatorios como a continuacion se describe.

Familia de Cistatinas

Las cistatinas son inhibidores de cisteina proteasa que bloquean la accién de las
proteasas bacterianas sobre los tejidos diana. *'® Basandose en similitudes estructurales,
recientemente se ha propuesto que la catelicidina evolucioné gradualmente de las
cistatinas #'¥. Estudios recientes comprueban que las cistatinas C y S inhiben el

crecimiento de P. gingivalis. #*%!

La superfamilia de las cistatinas compromete un grupo de proteinas ancestrales que
muestran una potente capacidad de inhibicidon de cisteinas proteinas, estan presentes en
una amplia variedad de organismos. Su funcionamiento intracelular y extracelular es a
través de la formacion de complejos reversibles estrechos con sus enzimas diana. El
primer inhibidor de proteinas aislado y parcialmente caracterizado de cisteina proteasas

[221] [222]

fue, de clara de huevo de pollo e inhibia papaina, ficina y catepsina B y C.

Posteriormente para la misma proteina se propuso el nombre "cistatina", indicando su

funcion. 223

La base de datos de peptidasas, proteasas, proteinasas y enzimas proteoliticas
(MEROPS), actualmente tiene registrada 61 miembros de la familia de las cistatinas.
Distribuidas en protozoos, plantas, hongos, animales y virus. En células humanas y tejidos
existen aproximadamente 12 miembros con funcion la funcién de inhibicion de cisteina

proteasa que conservan el arqueotipo de Cistatina de pollo.??"

Todas las secuencias de cistatinas conservan tres regiones: un residuo de glicina en
region N-terminal, un motivo QXVXG en una horquilla loop y un motivo PW en una
segunda horquilla loop, siendo todos importantes para la unién de cisteinas proteinasas
como las catepsinas. (Figura 14) Estas regiones forman una superficie en la molécula de
la cistatina que puede acoplarse al sitio de unién del sustrato de las enzimas de la familia
C1 (papaina). Se han identificado subgrupos dentro de tres grupos (A-C). Las cistatinas
humanas estan englobadas dentro de la subfamilia A (subfamilia 125A) B (subfamilia
125B). [?*'Alternativamente las cistatinas humanas se dividen en 3 tipos basandose en

organizacién molecular; cistatinas tipo 1 (A, B), cistatinas tipo 2 (C,D, M/E, SA, S, SN,G) y
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cininégenos multifuncionales presentes en plasma de mamiferos. Las Cistatinas tipo 1
(A-B) son proteinas intracelulares presentes en el citosol de varios tipos celulares,
presente en grandes cantidades en fluidos corporales. Presentan una cadena
polipeptidica de 100 aminoacidos, no posee enlaces disulfuro ni cadenas laterales de
carbohidratos. *®!La Cistatina A fue purificada de piel de rata como una de las primeras
cistatinas de mamifero purificadas. Se localiza en células epiteliales, neutrdfilos, células
reticulares del tejido linfoide, corpusculos de Hassall y células medulares del timo. %"
analisis de estas moléculas revela que estan involucradas en sistema inmune de piel, asi
como fuerte expresion en piel de epidermis de ratas neonatales. La Cistatina B es
principalmente expresada en diferentes tipos de tejidos. A nivel subcelular se localiza en
el nucleo de células en proceso de proliferacion y en el citoplasma de células
diferenciadas #*®

Las cistatinas tipo 2 son principalmente extracelulares. Se encuentran dentro de la
subfamilia 125B. Son sintetizadas con 20-26 residuos de péptido sefal, permitiendo el
transporte de la proteina madura sobre la membrana celular hacia el espacio extracelular.
Se encuentran ampliamente distribuidas en varios fluidos corporales. Las cistatinas tipo 2

229] Las

presentan dos puentes de disulfuro conservados en la regién COO- terminal. !
Cistatinas clasicas humanas tipo 2 son las moléculas C, D, S,SA, SN con un 50% de
secuencia idéntica . La Cistatina D es reconocida con altos niveles de similitud en
secuencia con Cistatina C. La proteina madura es compuesta por 120 aminoacidos
originalmente encontrados en glandula parétida, ha sido identificada en saliva pero en
pequenas cantidades. Estudios recientes muestran que es benéfica contra cancer de
colon y regulacién de vitamina D. #%#" |3 Cistatina E/M fe identificada en células
epiteliales. Esta compuesta de 121 aminoacidos y es sintetizada con un péptido sefal. A
diferencia de los genes de la familia 2 de cistatinas, Cistatina E/M se encuentra en el
cromosoma 11 y no en el 20. 2 2% |3 Cistatina F es una glicoproteina que fue
descubierta con altos niveles de expresion en linajes de células sanguineas. Es
considerada una de las cistatinas del tipo 2 que participan en la presentacién antigénica.
Los niveles de proteina en tejidos y fluidos corporales humanos son bajos pero se ha
reportado que el suero sanguineo de pacientes sano posee 1 pg/l, mientras que en

234Dos sitios de

pacientes con desordenes inflamatorios de pulmoén presentan 3 ug/l.
Glucosilacion han sido detectados en su secuencia polipéptidica, uno en la porcién amino

terminal en la posicién 36 y sobre el la porcién carboxilo terminal en la posicién 88. 2! La
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cistatina G es producto de uno de varios genes parecidos a Cistatina expresados en

glandulas sexuales conocidas como CRES (Cistatinas relacionadas con el epididimo y

espermatogonias en ratén) 2%

Las cistatinas salivales S, SA y SN. Poseen un 90% de similitud en secuencia. Estas
proteinas se encuentran en lagrimas, orina, y plasma seminal. Poseen 121 residuos

aminodacidos no glucosilados, sintetizados como péptido sefial. Los patrones de expresion
de estos genes esta restringido a la saliva, lagrimas y glandulas sexuales masculinas. %!
La Cistatina C es una glicoproteina ubiquitaria esta codificada por gen CST3, que se

[237]

encuentra en tandem en el cromosoma 20. Es producida por todas la células

nucleadas, principalmente fagocitos mononucleares, células dendriticas. %!

Estructuralmente estan conformadas por 120 aminoacidos y un peso molecular de 13,343
Da. Ha sido encontrada en tejidos y fluidos corporales en altas concentraciones, por
ejemplo esta presente en plasma seminal (51 mg/l), liquido cefalorraquideo (5,8 mg/l) y a

menores niveles en fluidos como plasma, saliva y orina. ¢

Sus funciones son diversas pero dentro de ellas se encuentran regulacion de reabsorcién

6sea, la quimiotaxis de neutrdfilos o la respuesta inflamatoria, modulacion de actividad de

proteasas secretadas o liberadas de células dafiadas o en proceso de necrosis. %

cystatin C

Figura 14. Estructura tridimensional de Cistatina C

Funciones fisioldgicas de Cistatina C (Cst C)

Se han realizado estudios in vivo con rata, en este estudio los autores inocularon Cst C

en el hipocampo de rata, y demostraron que la Cst C se correlaciona con la muerte celular

49




(2401 241 5 induccion de

por apoptosis del hipocampo inducida por estrés oxidativo.
apoptosis por esta molécula en células neuronales incluye la disminucién de Bcl-2 y el
aumento de niveles activos de la caspasa-9 a través de la ruta dependiente de la cinasa
N-terminal de JNK (JNK). ?*?) En contraste, existen estudios en los que se demuestré que
la Cistatina C tenia efectos anti-apoptoéticos en las células neuronales. En estos estudios
realizados en una linea celular (PC12) de un feocromocitoma derivado de médula
suprarrenal de rata, mostraron que la Cst C evita la muerte inducida por estrés oxidativo

in vitro. 24

Como potente inhibidor de las catepsinas de cisteina, Cst C ha sido implicada en
regulacién del desarrollo de la presentacién de moléculas MHCII en células dendriticas
mediante la inhibicion de la catepsina S en la escisidon de cadena invariante, por lo tanto
en la formacién de complejo péptidico MCH II. ?*! Se ha reportado la localizacién de
Cistatina C como uno de los péptidos unidos al MHC Il indicando con ello que es
endocitada y escindida con material antigénico. ?*!Otros experimentos utilizando DCs
derivados de médula ésea indican que la interleucina 6 (IL-6) mediada (STAT3) disminuyé

la expresién de Cst C y los niveles de dimeros a \ beta de MHCI|. [246:247]

La estructura de Cistatina C le permite, ademas comportase como una proteina
secretada, con funciones extracelulares, debido a ello Cst C se encuentra en todos los
fluidos corporales a concentraciones significativas , 1o que la convierte en un regulador
principal de la actividad de la cisteina proteasa en el medio extracelular.**®En
enfermedades como ateroesclerosis se sabe que metaloproteinasas de la matriz y serina
proteasas, asi como cisteina proteasas lisosémicas estan presentes en cantidades
sustanciales en las paredes normales del vaso. Bajo este ambiente se encontré que la
expresion de Cst C se redujo severamente en lesiones tanto ateroesclerdsticas como
aneurismaticas, ademas el aumento del diametro adrtico abdominal se ha correlacionado

con niveles mas bajos de Cst C en el ser humano. !

Por otro lado, se ha reportado que Cistatina C también participa en procesos
metastasicos, en donde las células tumorales invaden los tejidos del huésped, a través
de enzimas proteoliticas (catepsinas) para degradar componentes de la matriz

extracelular. %

La Cistatina C es un importante inhibidor endégeno de cisteinas
proteasas por lo que se le atribuye una problable participacion en la prevencion del

desarrollo tumoral, al inhibir las actividades de un Familia de catepsinas de cisteina
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lisosémica. Por tanto los niveles reducidos de Cst C se correlacionan con el aumento de

(251, 252 Ademads, La

metastasis de diferentes tumores en tejidos o pacientes.
sobreexpresion del Cst C en el microambiente del tejido huésped podria conducir a una
reduccion exitosa de la metastasis mediante la inhibicidon de la catepsina en un modelo

tumoral experimental. #%°!

Otra de las funciones mas estudiadas de CistatinaC es la de proteger el huésped contra
microorganismos invasores y parasitos que utilizan cisteina proteasas para entrar al
organismo. ¥ La cistatina de pollo fue reportada como una de las primeras moléculas de
la familia de cistatinas en bloquear parcialmente la replicacion del poliovirus en células
humanas infectadas.®® Un estudio adicional demostré que podria inhibir una cisteina
proteasa especifica para el crecimiento de estreptococos del grupo A, bloqueando el
crecimiento de estas bacterias tanto in vivo como in vitro.***Analogamente se demostré
que Cst C inhibe el crecimiento del virus del herpes simple y de los coronavirus humanos.
571 Otro de los microorganismos en los que se ha reportado la funcién inhibitoria del
péptido, es Leishmania, este parasito posee cisteina proteasas de catepsina L y B, que
son necesarias para el crecimiento y virulencia. Estas cisteinas proteasas de
Leishmania pueden no sélo digerir la matriz extracelular del huésped para facilitar su
invasion, sino también ayudan a asegurar una respuesta de tipo Th2 que conduce a la
proliferacion del parasito. El tratamiento con Cst C en combinacion con el interferén y
(IFNy) conduce a la reduccion del parasito, conversion de una respuesta de Th2 a Thly
generacion de NO, lo que finalmente conduce resulté en la supresion de la infeccion de
parasito en un modelo de ratén infectado con Leishmania. **®Esta molécula también ha
probado actividad antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis. ®*” Sin embargo, el
ultimo estudio acerca de ello se reporté hace 20 afios. Las numerosas funciones de Cst C
indican que puede tener varias aplicaciones en diversos procesos fisiopatoldgicos, lo que
conduciria a mayor uso y posterior regulacion de este inhibidor multifuncional de la

proteasa.
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Planteamiento del problema

Entre las enfermedades bucodentales mas comunes y con mayor prevalencia a nivel
mundial son la caries dental y la enfermedad periodontal. La enfermedad periodontal
afecta a los tejidos de soporte, provocando infecciones en cavidad oral que van desde
inflamacién gingival hasta la destruccién de tejidos periodontales llevando a pérdida del
hueso alveolar y finalmente, la pérdida del 6rgano dentario. La etiologia de la enfermedad
periodontal no es de tipo especifico, es una infeccién polimicrobiana en la que participan
diferentes bacterias, entre los que se encuentra Porphyromonas gingivalis; una bacteria
Gram negativa. Esta bacteria periodontopatégena presenta varios factores de virulencia
que tienen actividad pro-inflamatoria y proteolitica. La saliva constituye un mecanismo de
defensa natural al producir moléculas antimicrobianas que protegen a los tejidos orales de
la actividad proteolitica e inflamatoria de los factores de virulencia bacterianos. La familia
2 de las cistatinas ha sido reportada como una molécula que ejerce funciones de
regulacién de respuesta inmune. Esta capacidad podria ser crucial para el control de

proceso inflamatorio y subsecuente pérdida dsea.

Dada la importancia de encontrar mecanismos protectores contra bacterias que causan
enfermedades bucodentales, se decidié estudiar el efecto que ejerce la cistatina C sobre
el perfil de citocinas que induce P. gingivalis en fibroblastos gingivales humanos (HGF).
Es justatmente debido, a que las proteinas de bajo peso molecular, como las cistatinas y
otros péptidos que se encuentran en saliva, ejercen diferentes funciones antiinflamatorias,
sera interesante analizar si la cistatina C puede modificar el perfil proinflamatorio
expresado en lesiones inflamatorias periodontales. La capacidad de controlar la expresién
de estos mediadores proinflamatorios es crucial para controlar la pérdida ésea y la

subsecuente patologia asociada a la infeccion por P. gingivalis.

Con base a esta problematica de estudio se decidié plantear lo siguiente.

Pregunta de investigacion

¢La Cistatina C ejerce un efecto inmunoregulador sobre la incubacién de fibroblastos

gingivales humanos con Porphyromonas gingivalis?

52




Justificacion

Desde principios de los 1950, la terapéutica de la patologia periodontal, ha estado
encaminada a la eliminacion de placa dentobacteriana y su consecuente efecto
inflamatorio, mediante la aplicacion de agentes antimicrobianos y antiinflamatorios. Sin
embargo en ambos casos, existen numerosos efectos (resistencia antibidtica, estado de
inmunosupresion variable), que incluso pueden potencializar las condiciones crénicas de

la enfermedad periodontal.

Se ha reportado que los péptidos antimicrobianos (AMPs) presentes en cavidad oral
presentan amplio espectro de actividad. En especifico la Cistatina C ofrece efectos
pleitropicos con gran impacto en procesos fisiolégicos. Sin embargo actualmente se
desconoce el efecto inmunoregulador que puede ofrecer éste péptido en FGH después de

su incubacion Porphyromonas gingivalis.

En este contexto, es justificable una mayor investigacion y desarrollo de agentes
alternativos que sean seguros para el huésped, manteniendo la especificidad y la eficacia.
El estudio del efecto de Cistatina C sobre Porphyromonas gingivalis es de gran

importancia ya que permitira entender la relacién huésped-bacteria.

El presente estudio tiene por objetivo, ademas, estudiar el perfil de citocinas en cultivos
en HGF incubados con Porphyromonas gingivalis , analizando si la incubacion con
Cistatina C modifica el perfil de citocinas proinflamatorio caracteristico de la enfermedad,
a un perfil antiinflamatorio. Este cambio podria favorecer la eliminaciéon de bacterias
periodontopatégenas y se podria implementar como agente coadyuvante en el

tratamiento de la enfermedad periodontal.
Hipotesis

Si la Cistatina C ejerce un efecto inmunoregulador sobre los fibroblastos gingivales
incubados con P. gingivalis, entonces se podra detectar un disminucién en la secrecion de

perfil de citocinas pro- inflamatorio.

Objetivos
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General

Analizar el efecto inmuno-regulador de cistatina C en fibroblastos gingivales humanos

(FGH) incubados con Porphyromonas gingivalis
Especificos
Evaluar el perfil de citocinas producido por FGH

Evaluar el perfil de citocinas producido por FGH incubados con Cistatina C

Evaluar el perfil de citocinas producido por FGH incubados con P. gingivalis

0o O 0O O

Evaluar el perfil de citocinas producido por FGH incubados con P. gingivalis y
Cistatina C

Materiales y métodos

Cultivo de fibroblastos gingivales humanos

Se establecio el cultivo de fibroblastos gingivales humanos (HGF), que fueron donados
amablemente por el Dr. Higinio Arzate. Los fibroblastos gingivales humanos se cultivaron
en cajas de 75 cm® a 37°C en una atmésfera de 5% de CO?, en medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (Invitrogen), suplementado con 10 U de penicilina por mL, 25 ug
estreptomicina por mL y 10 % de suero fetal bovino decomplementado (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD, USA). Se le adicion6 cada tercer dia medio al cultivo celular, hasta
alcanzar confluencia. Los experimentos fueron realizados con las células que se

obtuvieron entre los pases 5y 7.
Cultivo de bacteria

Los ensayos experimentales se realizaron con la cepa de Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277. Las bacterias se cultivaron en agar cerebro corazén (BHI) suplementado
con hemina (5ug/ml), menadiona (1 pg/ml) y 5% de sangre de carnero desfibrinada . Las
placas de agar sembradas se colocaron en una jarra con el sistema de anaerobiosis
Gaspak (BD Biosciences) y se incubaron a 37°C. Se evidencio el crecimiento de P.

gingivalis y la pureza del cultivo mediante morfologia colonial y tincion de Gram.

Cistatina C.
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La Cistatina C liofilizada se obtiene de Pichia Pastoris (Sigma Aldrich, Sigma St. Louis,
MO, USA), y se reconstituyo en Buffer Tris Base NaCl (pH 7.4) a una concentracion final

de 100 mg/ml, y conservando en alicotas de 100 pl a temperatura de 4°C

Determinacion de viabilidad bacteriana mediante conteo de unidades
formadoras de colonias (CFU) de Porphyromonas gingivalis

Para realizar los ensayos experimentales las bacterias se cultivaron hasta alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento. Una vez alcanzada esta fase las P. gingivalis ser
recuperaron/cosecharon con asa bacteriolégica de placas de agar infusion cerebro
corazén (BHI )y se depositaron en 10 ml de Buffer Tris Base (50mM Tris Base 50 mM/
NaCl, pH 7.4). Se lavaron dos veces por centrifugacion a 4000 rpm durante 3 minutos.
Se elimind el sobrenadante y el botén bacteriano se resuspendido en solucién
amortiguadora Tris Base (50mM Tris Base 50 mM/ NaCl, pH 7.4).

La cantidad de bacterias se monitoreo en un espectrofotometro (Jenway Genova R0027)
a una longitud de onda de 675 nm. Se determind la densidad oéptica en el
espectrofotémetro para después igualar con un tubo Mc Farland a escala 3X10" que
corresponde a una absorbancia de 0.030. Se realizaron diluciones de bacterias con la
solucién amortiguadora mencionada Tris Base para alcanzar una concentracién de 5X10°
UFC/ml a una absorbancia de 0.0025 de acuerdo a los estandares de turbidez en la

muestra.

Esta concentracion de bacterias se colocdé en tubos eppendorf, que se centrifugaron
4000 rpm por 3 minutos, se decanto y el botén de bacterias fue resuspendido de acuerdo

al grupo control y condiciones experimentales planteadas, como a continuacion se indica:

- Grupo control: 375 pl de infusién cerebro corazén (suplementado con 3 pg/ml de
menadiona, 5ug/ml de hemina)

- Grupo experimental 1: 275 ul de infusidn cerebro corazén (suplementado con 3
Mg/ml de menadiona, 5 pyg/ml de hemina) y 10 pg(100 pl) de Cistatina C.

- Grupo experimental 2: 175 ul de infusién cerebro corazén (suplementado con 3
pg/ml de menadiona, 5 pg/ml de hemina) y 20 pg (200 ul) de Cistatina C.

- Grupo experimental 3: 75 pl de infusion cerebro corazén (suplementado con 3

Mg/ml de menadiona, 5 pg/ml de hemina) y 30 pg (300 pl) de Cistatina C.
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El grupo control y experimentales se incubaron durante 1 hora en condiciones de
anaerobiosis, tiempo después del cual se tomé 20 pl de cada muestra, cultivando este
volumen en cajas de agar sangre (BHI). Las cajas de agar sangre se incubaron durante
un periodo de 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién se procedio al conteo de

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) reportandose como
N° de colonias x Factor de dilucién.= UFC/mlI

Infeccion de fibroblastos gingivales con Porphyromonas gingivalis.

Los fibroblastos gingivales humanos se cultivaron en 0.5 ml de medio D-MEM
suplementado con 10% SFB, a una densidad de 100,000 células /pozo en placas de 24
pozos en atmédsfera de presidn con 37°C y 5% de CO2. Después de 24 horas de
incubacion el medio fue reemplazado con 0.2 ml de medio D-MEM. Las células fueron
tratadas con Porphyromonas gingivalis a una multiplicidad de infeccion (MOI) 1:1.

Siguiendo el siguiente esquema de infeccién

MATERIALES Y METODOS
|
| | |
Cistatina C (Sigma CULTIVO DE BACTERIAS CULTIVO CELULAR
Aldrich,, Sigma St. Louis, Cepa P. gingivalis ATCC Fibroblastos Gingivales
MO USA) 33277 Humanos (HGF)
Conteo UFC
Infeccién célula-bacteria (MOI:1:1)
HGF €— I
a) Cultivo de células
500,000 HGF en placas de 24 pozos
HGF + Cistatina C durante 24 horas (37°C y 5% CO2)
b) Pre-incubacién
W\ Condiciones 500,000 UFC/mI P. gingivalis+20 ug
. tal Cistatina C, en condiciones de
HGF + P. gingivalis jxperlmen ales anaerobiosis, durante 1 hora.
¢) Incubacién final
500,000 HGF+ 500,000 UFC/mI P.
gingivalis+ 20 ug Cistatina C durante 2, 6,
HGF + P. gingivalis+ 12, 24,36 hrs (37°C y 5% CO2)
Cistatina C
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Ensayo de viabilidad celular XTT

Se cultivaron las células en una placa de 96 pozos a una densidad de 100,000 celulas
por pozo en 100 pl de medio de cultivo. Se prepararon 4 mg de XTT (diluido en PBS
10mM) en 4 ml de medio de cultivo a 37°C. Se afadié 25 pl de solucion XTT / PMS
directamente a cada pozo. Se incubd durante 40 minutos a temperatura ambiente,
protegiendo de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacion las placas se leyeron en

lector de ELISA a una absorbancia a 450 nm.

Determinacion de citocinas por Ensayo de ELISA

Se recuperaron los sobrenadantes de los grupos experimentales. El ensayo de ELISA se
realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Kit Titer Zyme EIA Human TNFa,
IL4, IL-6 e IL-10). Se determiné la expresion de citocinas proinflamatorias; TNFa e IL-6, y
antinflamatorias; IL-4 e IL-10. Las lecturas se realizaron en lector de ELISA para
microplacas (EL312e BIO-TEK INSTRUMENTS) a una longitud de onda de 405 nm con
ayuda del programa KC4. Las lecturas se realizaron cada 5 minutos. Las concentraciones

de citocinas de expresaran en pg/ml. (ver anexo)

Analisis estadistico

El andlisis de perfil de citocinas en fibroblastos gingivales incubados con P. gingivalis en
las diferentes condiciones experimentales se compararon con el grupo control. Los datos
se expresan como la media £+SD de 3 experimentos realizados por triplicado. Las
diferencias significativas se determinaron mediante analisis estadistico ANOVA y prueba

post hoc Tukey.

Resultados

Efecto de Cistatina C sobre viabilidad de Porphyromonas gingivalis
Se realizaron ensayos de dosis-respuesta para determinar la concentracion adecuada que
mantuviera viable a la bacteria durante la incubacién con los fibroblastos gingivales

humanos. Los resultados se expresaron en Unidades Formadoras de Colonias (UFC),
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mostraron que la incubaciéon de Porphyromonas gingivalis con una concentraciéon de 10
pg/ml de Cistatina C, no afecta el crecimiento bacteriano cuando se compara con el grupo
control (500,000 P. gingivalis) (p>0.05) como se muestra en la Figura 15. En contraste la
incubacién de la bacteria con 20 ug/ml del péptido inhibié el crecimiento a 210,000
UFC/ml (p<0.05) lo que marca una diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo control. La incubacion de P. gingivalis con 30 pg/ml de Cistatina C, es
citotoxica para la bacteria (***p=0.0001) (Figura 15). Los resultados del ensayo de
viabilidad permitieron establecer que la dosis ideal para los ensayos experimentales es
de 20 ug/ml de Cistatina C, ya que si bien esta dosis inhibié el crecimiento bacteriano, no

fue citotoxica para la totalidad de la bacteria.

1,000,000
800,000
600,000

400,000

UFC/ml

Eokck
200,000

0 k\\\L\\\\

F. gingivalis + + + +
10ug Cistatina C - +
20ug Cistatina C - - +
30 ug Cistatina C - - - +

Figura 15. Efecto de Cistatina C en inhibicidon de crecimiento de Porphyromonas
gingivalis expresada en Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
Datos de la media + SD de 3 experimentos realizados en triplicado por ANOVA una via y prueba pos hoc

Tukey. Las significancias estadisticas se consideraron con una *p<0.05, ** p<0.001, ***p=0.0001

Efecto de Cistatina C sobre viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos

Una vez establecida la concentracion del péptido, se procedio a realizar los ensayos
de viabilidad celular con fibroblastos gingivales humanos mediante ensayo de XTT.
Los resultados de la incubacion (periodo de 1 hora) de P. gingivalis con el péptido (20
pg/ml) en las condiciones experimentales mostraron que esta dosis no fue citotoxica

para las células. Esto se corrobora al observar las diferencias estadisticamente
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significativas de los grupos experimentales con respecto al grupo control
(***p=0.0001).
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Figura 16. Efecto de Cistatina C en fibroblastos gingivales humanos
Datos de la media + SD de 3 experimentos realizados en triplicado por ANOVA una via y prueba pos hoc
Tukey. Las significancias estadisticas se consideraron con una *p<0.05, ** p<0.001, ***p=0.0001

Efecto de Cistatina C en la sintesis de TNFa e IL-6 en fibroblastos
gingivales humanos estimulados con Porphyromonas gingivalis

La enfermedad periodontal es resultado de la interaccién de las bacterias con las
células del hospedero y de la respuesta inmune desencadenada. Las bacterias y sus
productos estimulan a las células del huésped para la liberacion de mediadores
inflamatorios como las citocinas. Las citocinas como TNFa, IL-B e IL-6 son las
primeras proteinas que participan en la patogénesis de la enfermedad. Los resultados
obtenidos de la incubacion de P. gingivalis con fibroblastos gingivales mostraron un
aumento de TNFa (1800 pg/ml), si lo comparamos con respecto al control
(fibroblastos gingivales basales ***p=0.0001), mientras que en la incubacion del
fibroblasto gingival con la bacteria y 20 ug/ml de Cistatina C mostré una disminucion
significativa de esta citocina (**p<0.001). Por otro lado, la incubacion de P. gingivalis
con fibroblastos gingivales humanos mostré un aumento en la produccién de [L-6
(1500 pg/ml) comparado con respecto al control (fibroblastos gingivales basales)
(***p=0.0001). En contraste en el cocultivo de fibroblasto gingival, P. gingivalis y

Cistatina C, la produccion se redujo significativamente (**p<0.001) a 500 pg/ml.
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Nuestros resultados, mostraron que la Cistatina C esta modulando la sintesis de
citocinas.
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Figura 17. Efecto de Cistatina C en produccién de a) TNFa e b) IL-6 en fibroblastos
gingivales incubados con Porphyromonas gingivalis

Datos de la media £ SD de 3 experimentos realizados en triplicado por ANOVA una via y prueba pos hoc

Tukey. Las significancias estadisticas se consideraron con una *p<0.05, ** p<0.001, ***p=0.0001
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Efecto de Cistatina C en la sintesis de IL-10 e IL-4 en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con Porphyromonas gingivalis
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Figura 18. Efecto de Cistatina C en producciéon de a) IL-4 e b) IL-10 en fibroblastos
gingivales incubados con Porphyromonas gingivalis

Datos de la media + SD de 3 experimentos realizados en triplicado por ANOVA una via y prueba pos hoc

Tukey. Las significancias estadisticas se consideraron con una *p<0.05, ** p<0.001, ***p=0.0001
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En la Figura 18 se muestran los efectos de la incubacion de fibroblastos gingivales
humanos con P. gingivalis y Cistatina C en la produccién de citocinas IL-4 e IL-10.
Como se observa los fibroblastos gingivales en condiciones basales producen ambas
citocinas. Si comparamos este control (fibroblastos gingivales en condiciones basales)
con el grupo experimental en donde las células se incubaron Unicamente con la
bacteria, se observé que la produccién disminuyo significativamente para ambas citocinas
(*p<0.05, **p<0.001). Por el contrario la incubacion de fibroblastos unicamente con
Cistatina C incremento significativamente la produccibn de ambas proteinas
(***p<0.0001). Al momento del cocultivo de fibroblasto gingival, bacteria y péptido esta
produccién siguié en un aumento con una significancia estadistica de *p<0.05. Los
resultados obtenidos nos muestran que la cistatina C incubada con FGH tiene la
capacidad de estimular la produccién de citocinas anti-inflamatorias, ademas de seguir

regulando esa produccion aun cuando la bacteria este presente.

Discusion

La cavidad oral esta expuesta a numerosos microorganismos que cohabitan y conforman
la microbiota normal. Existen factores locales y sistémicos que alteran la homeostasis de
éste micro-ambiente oral, favoreciendo que algunos microorganismos especificos de
cavidad participen en eventos patoldgicos como la enfermedad periodontal. ¥ Esta
patologia inicia con la formacién de biofilms, en donde las bacterias que lo conforman,
perturban las células epiteliales gingivales, lo que conduce a procesos inmunes que
resultan en la destruccién de tejidos gingivales, pérdida de insercion y formacién de
bolsas periodontales. Son aproximadamente 400 las especies microbianas confinadas a
las bolsas periodontales. ®? Sin embargo; es P. gingivalis y sus factores de virulencia
los que se relacionan de manera significativa con la magnitud de la respuesta inflamatoria,

caracteristica de la enfermedad periodontal. !

El concepto de especie clave atribuido a Porphyromonas gingivalis, esta relacionado con
la baja abundancia en microbiota y el grado influencia en la comunidad microbiana para
el desarrollo de enfermedad. ®P. gingivalis no fue detectable en pacientes sanos y
comprende, de acuerdo a diversos estudios, solo el 0,8% de los microorganismos totales
en la enfermedad periodontal ?° aunque su presencia se correlacioné significativamente

con la pérdida 6sea (84%) en pacientes con periodontitis crénica a 2 afios de seguimiento.
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(%671 Bajos niveles de P. gingivalis también se han detectado en modelo de periodontitis
de ratén (0.75 x 10" unidades del total de bacterias orales). En esos estudios, la dosis
infectante de P. gingivalis superd cualquier requerimiento de cooperacion con la
microbiota para inducir la pérdida 6sea. ¥°? Es decir los bajos niveles de P. gingivalis
pueden ser necesarios para la accién combinada con otras bacterias, para inducir
pérdida 6sea. Esto sugiere que la presencia continua de bajos niveles de colonizacién de
P. gingivalis es necesaria para mantener un alto numero de la microbiota oral que estan
directamente correlacionados con proceso inflamatorio y mayor pérdida 6sea. Lo anterior
queda dilucidado en nuestro estudio, ya que en la incubacién in vitro del fibroblasto
gingival con la bacteria unicamente, se detectaron altos niveles de TNFa, la citocina

prioritarimante involucrada en procesos inflamatorios y apoptéticos.

Por otro lado, el ambiente inflamatorio inducido por Porphyromonas gingivalis resulta
favorable para el crecimiento bacteriano ya que el exudado inflamatorio gingival es una
fuente de nutrientes, como las proteinas del huésped degradadas (hemina). ?®® Esto,
ademas, altera la composicion de la microbiota oral que favorece a aquellas bacterias
oportunistas que aprovechan los cambios en el ambiente microbioldgico. Los cambios
resultan en una inflamacién aun mayor y resorcion 6sea, permitiendo un nicho (bolsas
periodontales mas profundas) para las bacterias. *? La respuesta inflamatoria, derivado
de la infeccién por P.gingivalis se reporté en estudios realizados por Lin y col. que
demostraron, en un modelo de camara subcutanea de ratén (DCM), que la destruccién
tisular es ocasionada en respuesta a Porphyromonas gingivalis. La infeccion local
generada en las camaras causo inflamacién local, migracién de leucocitos y acumulacién
de exudado inflamatorio, lo que condujo a la ruptura de piel y exfoliacion de la camara.
Los fluidos originados fueron analizados y en ellos se detectd niveles crecientes de
prostaglandina E2 vy factor de necrosis tumoral (TNFa), durante la fase aguda y en el
momento de la exfoliacidn de la camara. ®®“ Otras investigaciones realizadas por Liang y
col. demostraron que la colonizacién de P. gingivalis origina cambios en la microbiota
comensal oral murina, a través de mecanismos que dependen de los receptores de
anafilatoxinas (C3aR y C5aR).El receptor de anafilotoxina C5aR es activada como parte
de la cascada del complemento y ejerce importantes funciones regulatorias,
antimicrobianas e inflamatorias por lo menos, a través de las vias de TLRs. P. gingivalis

tiene la capacidad de controlar la activacién de C5aR de Cb5a a través de su propia
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actividad enzimatica tipo C5 convertasa. Este mecanismo es utilizado por la bacteria para
inhibir en forma pro-activa y selectiva la produccién de IL-12p70-TNF-o inducida por
TLR2. Este patdégeno participa también en la sobre-regulacion de C5aR-TLR2, y de otras
citocinas inflamatorias y de aquellas que participan en la reabsorcién 6sea (IL-13,IL-6 y
TNF-a). P.gingivalis tiene la habilidad de manipular in vivo la activacion TLR-2 via Cbs-
Cb5aR, y evade ser eliminada a través de IL-12p7, ademas tienen la capacidad de

inducir pérdida 6sea en el modelo murino de periodontitis experimental. ?°!

Es importante sefalar que los eventos ocasionados por la invasion bacteriana inducen,
que las células del hospedero sinteticen y liberen mediadores inflamatorios a través
sistema inmune innato y adquirido, que atraen células inflamatorias hacia el sitio de
infeccidon, que contribuye a la destruccién de tejido, debido a la liberaciéon de enzimas

proteoliticas, induccién de osteoclastogénesis y apoptosis celular. %%

Una respuesta
inicial del huésped es la secrecidn de proteinas antimicrobianas y péptidos (AMPs) por las
glandulas salivales, las células epiteliales orales y los neutrdfilos. Se han identificado mas
de 1100 proteinas en la saliva humana y un gran numero de éstas son proteinas de
funcién desconocida. El estudio de estas moléculas desde su apariciéon se ha centrado
especificamente en la capacidad antimicrobiana, sin embargo a la fecha existen escasos

estudios de sus propiedades inmunomoduladoras. """

Se han realizado estudios para analizar la capacidad antimicrobiana que algunos péptidos
como lactoferrina e histatina 5 en contra microorganismos como Streptococcus mutans y
P. gingivalis. Estos péptidos tienen la capacidad de penetrar y acumularse en la pared
celular y citoplasma del microorganismo. [Sin embargo en afios recientes se ha ponderado
el uso de otra molécula con funciones similares, las denominadas cistatinas. Desde la
aparicién de la Cistatina de pollo, ¥’” se han llevado a cabo diversos estudios analizando
su propiedad antimicrobiana. Blankenvoorde y col demostraron la capacidad de Cistatina
C (>200 pM) para inhibir el crecimiento de P. gingivalis en un 50% de la poblacién
bacteriana. ¥’"! Se han descrito, ademas la sintesis y propiedades antibacterianas de
derivados antimicrobianos peptidilicos de Cistatina C (Cistapep 1 [-2- Na-
benciloxicarbonil-arginil-leucilamido-1 - E -cinnamoylamido -3-metilbutano]), que mostro
actividad contra varias bacterias Gram positivas clinicamente importantes como

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, a una concentracion de 1.0 gr/ml.
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Esta importante capacidad antibacteriana se ve disminuida en bacterias como
neumococos, enterococos y bacterias Gram negativas. ¥’? En nuestro estudio,
encontramos que habia inhibicién del crecimiento bacteriano en un 50% pero a una
mayor concentracion (20 ug/ml) de Cistatina C. Probablemente esto se presenta por que
Cistatina C posee una mayor eficacia a concentraciones todavia menores en un periodo

de incubacién menor.

El mecanismo de la interaccién del péptido y la bacteria no esta del todo clara, no
obstante existen estudios recientes que han analizado el mecanismo de internalizacién de
Cistatinas. A concentraciones de 0.1 uM en lineas celulares de carcinoma (MCF-7,
MDA-MB-453, MDA-MB-468 [adenocarcinoma humano]), la localizacion del péptido
(marcado con Alexa 488), es en membrana plasmatica, citoplasma e intracelularmente

en estructuras tipo lisosoma. ™!

Las funciones inmunomoduladoras de los AMPs como la quimiotaxis, la induccion de
citocinas anti-inflamatorias e inmunosupresoras, la ant-iapoptosis, la cicatrizacion de
heridas, la angiogénesis, " en condiciones fisiolégicas se han centrado en algunos
grupos de péptidos como las defensinas y catelicidinas. HNP-1, 2 y 3 son
quimioatrayentes para monocitos, mientras que HNP-1 y -2 y HBD-2 y -3 son
quimioatrayentes para células dendriticas. Ademas su gradiente de concentracién puede
reclutar a células T de memoria CD4, monocitos y macréfagos. #* Un mecanismo
importante detras de la quimioatraccion inducida por HBD es la activacion de receptores
de quimioquinas especificos. Por ejemplo, HBD1 y HBD2 median su propiedad de

quimioatraccion a través de CCR®, el cual también se une a quimiciocina LARC/CC120%7°!

LL-37 es el unico miembro de la familia de catelicidina humana que tiene varias
propiedades moduladoras del sistema inmune y que pueden estar relacionadas con
condiciones como inflamacién crénica y autoinmunidad. Estudios recientes han mostrado
que LL-37 es quimiotactica a los monocitos, neutrofilos y células T, y que presentan
propiedades anti-inflamatorias y que antagonizan la expresion de IFNy, TNFa, IL-12 en
macréfagos murinos y células epiteliales de pulmén. #"®1Por otro lado, se ha reportado que
LL-37 es capaz de inhibir la produccién de TNF-q, IL-1 and IL-6, inducido por lo LPS de

P.gingivalis y ademas tienen la capacidad de neutralizar completamente las endotoxina
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(LPS), que fue medida por el estuche comercial lisado de amebocito limulus (LAL). 7"

Mas aun, este péptido atenua la activacién de la via MAPK a través p38 y ERK, inducida
por extractos de P. gingivalis, y ademas disminuye la respuesta citocinas IL-6, IL-8 e IP-
10 (CXCL10) en fibroblastos gingivales humanos. ?"® En nuestro estudio el péptido de
Cistatina C también dsiminuyé la produccion de citocinas TNFa e IL-6, en cultivo in vitro,
sin embargo, desconocemos la via que utiliza el péptido para lograr esta disminucion.

Nosotros analizamos las propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras de la
Cistatina C. Estudiamos el efecto de éste péptido en fibroblastos gingivales ya que éstos
representan la principal fuente de tejido conectivo que mantiene la homeostasis e
integridad del tejidos, y ademas tienen la capacidad de sensar la invasion microbiana, por
ejemplo de (Poprhyromonas gingivalis).Los fibroblastos ante este estimulo, responden
con la produccion de mediadores inflamatorio como citocinas, que tienen propiedades
inflamatorias, hematopoyéticas, metabdlicas e inmunomoduladoras. Las citocinas y sus
receptores forman una red compleja que se encuentra bajo estricto control biolégico
incluyendo mecanismos de retroalimentacién positiva y negativa.”®® Por otro lado, la
inmunidad depende principalmente de 2 tipos de respuesta inmune especifica; la humoral
y celular; el balance entre ambas, esta estrechamente regulada por factores asociados
con las células presentadoras de antigeno (APC), y por las citocinas producidas por

linfocitosT CD4+ cooperadores. 282

Gorska y col. evaluaron en biopsias de tejidos gingivales inflamados y en muestras de
sangre de pacientes con periodontitis cronica, la relacion existente entre parametros
clinicos y las concentraciones de citocinas importantes para el inicio y la progresion de
las enfermedades periodontales (IL-1B, TNF- a, IL-2, IFN-y, IL-10 e IL-4). Los resultados
que obtuvieron mostraron que habia altas concentraciones de IL-1B, TNF-q, IL-2, e IFN-y
en pacientes con periodontitis comparados con el grupo de sujetos sanos. ?**! Nuestros
resultados coinciden con este estudio, ya que la estimulacién de fibroblastos gingivales
humanos con Porphyromonas gingivalis mostré un aumento significativo de TNF-a e IL-6
(1800 y 1500 pg/ml respectivamente) con respecto al control. Por otro lado, la produccion
de citocinas IL-10 e IL-4 que se observd en la incubacion de fibroblastos basales en
condiciones basales sugieren que los fibroblastos lo producen constituitivamente e

inducen una respuesta Th2 al expresar citocinas de tipo anti-inflamatorio. I'*!
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Ademas el efecto pleitrépico de Cistatina C ha quedado demostrado en estudios
realizados por Kar y col. en ratones BALB/c con leishmaniasis visceral. En este estudio
se demostré que este péptido actua en la maquinaria celular del macréfago, activando la
via de transcripcion MAPK y NF-kB. Esto conduce a la generacion de éxido nitrico y
citocinas proinflamatorias, responsables de la actividad contra Leishmania. La activacién
de NF-kB es esencial para eventos de sefalizacion rio abajo y esta mediada por
recepetores TLR2/4. Esta via es dependiente de MyD88 y participan en ella proteinas
como IRAK1-TRAF6-TAK1, necesarias para inducir la activacién de IKK/NF-kB mediada
por cistatina en macréfagos. La activacion de esta via ejerce un efecto curativo en
leishmaniasis in vivo al inducir expresion de genes proinflamatorios de TNF-a e iNOS.
[84Por otro lado, Frendeus y col. observaron que la respuesta mediada por macréfagos
peritoneales de raton causa una regulacion negativa de la expresion de IFNy, TNFa y NF-
kB e induce la expresiéon de mRNA de IL- 10. ®*Nuestro estudio muestra que la
incubacién con el péptido no solo disminuye la expresion de citocinas pro-inflamatorias
(TNFa, IL-6), sino que ademas ofrece un efecto protector al incrementar los niveles de

citocinas basales y en cocultivo con la Porphyromonas gingivalis.

Aunque se ha analizado la capacidad antimicrobiana e inmunomoduladora de otros
péptidos contenidos en cavidad oral, aun no pueden ser incluidos como agentes
terapéuticos debido a presentan una alta toxicidad. ?¥ La Cistatina C a la concentracion
utilizada en nuestro estudio (20 pg/ml), no fue citétoxica para los fibroblastos gingivales
humanos, sin embargo, se deberan realizar estudios in vivo e in vitro para que pudieran
ser incluidos como agentes terapéuticos. Se ha reportado que la concentracion de
péptidos antimicrobianos esta estrechamente relacionada con la actividad anti-inflamatoria
y pro-inflamatoria. Las células expuestas a bajas concentraciones de péptidos
antimicrobianos (generalmente menos de 1,0 ug/ ml) producen cantidades menores de
quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias, y las células expuestas a mayores
concentraciones de péptidos antimicrobianos (10 a> 100 pyg / ml) producen mayores
cantidades de quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias. “* Nosotros encontramos que
Cistatina C a una concentracion de 20ug tiene un comportamiento similar, ya que se
demostré que después de su incubacion con P.gingivalis y con los fibroblastos se inducen

la produccion de citocinas anti-inflamatorias .
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Conclusiones

La incubacion de P.gingivalis con fibroblastos gingivalis induce la sintesis de citocinas

pro-inflamatorias (TNFa e IL-6) en contraste, la incubacion de P.gingivalis con cistatina C

induce un ambiente anti-inflamatorio ((L-4 e IL-10).

Los resultados sugieren que P.gingivalis podria ser la responsable de establecer el

proceso inflamatorio caracteristico de la enfermedad periodontal, que conduce a la

destruccién ésea al crear un ambiente pro-inflamatorio en el surco gingival.

Con los resultados obtenidos se podria sugerir el uso de Cistatina C como un agente anti-

bacteriano que coadyuve en el tratamiento de la enfermedad periodontal. Sin embargo, es

necesasio realizar mas estudios in vitro e in vivo.
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Anexos

MEDIOS DE CULTIVO

Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)

1) Diluir 1 sobre de D-MEM (D5796 SIGMA) en 800 ml de aguad bidestilada estéril.

2) AjustarpHa 7.4

3) Aforara 1000 ml

4) En campana filtrar con unidad de filtracién 0.020 mm.

5) Conservar medio a 4°C.

6) Sumplementar con Suero Fetal Bovino 10% (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD,
USA), penicilina / estreptomicina 50X ( CORNING MANASSAS) 1%, glutamina
(CORNING MANASSAS) 1%, aminacidos no esenciales (CORNING
MANASSAS) 1%, bicarbonato de sodio (CORNING MANASSAS) 1%.

Agar Infusion cerebro corazén (BHI)

Reactivos
Agar soya tripticasa (Bioxon, Becton Dickinson)
Agar cerebro corazén (BBLTM Becton Dickinson)
Extracto de levadura (Becton Dickinson)

1) Colocar 10 gr de agar soya tripticasa, 13 gr de agar cerebro corazény 5 gr de
extracto de levadura en matraz de 1L. agregar 500 ml de agua bidestilada
estéril. Disolver bajo calor de mechero.

2) Esterilizar en autoclave por 15 min.

3) Una vez que el medio este a temperatura ambiente suplementar con 0.3 ug/ml
de menadiona (C11H802-Vitamina K-Sigma Aldrich) , 5 ug/ml de hemina
(Sigma) y 5% de sangre de carnero desfibrinada.

4) Vaciar en cajas Petri y esperar a que gelifique
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5) Conservar a 4°C.
Infusion cerebro corazon

Reactivos
Caldo soya tripticasa (Bioxon, Becton Dickinson)
Caldo cerebro corazén (BBLTM Becton Dickinson)
Extracto de levadura (Becton Dickinson)

1) Colocar 10 gr de agar soya tripticasa, 13 gr de agar cerebro corazény 5 gr de
extracto de levadura en matraz de 1L. agregar 500 ml de agua bidestilada estéril.
Disolver bajo calor de mechero.

2) Esterilizar en autoclave por 15 min.

3) Una vez que el medio este a temperatura ambiente suplementar con 0.3 ug/ml de
menadiona (C11H802-Vitamina K-Sigma Aldrich) y 5 ug/ml de hemina (Sigma).

4) Vaciar en tubos de vidrio.

5) Conservar a 4°C.
Soluciones amortiguadoras

Buffer TRIS BASE/ NaCl pH 7.4 (Vehiculo de Cistatina C)
Reactivos

Tris BASE 50 mM

Cloruro de sodio NaCl 150 mM

1) Disolver 2.19 gr/mol de Cloruro de Sodio (NaCl 58,4 g/mol) y 1.51 g/mol de
Tris BASE en 200 ml de agua MQ.

Ajustar pHa 7.4.

Aforar a 250 ml con agua MQ

)
)
4) Esterilizar por filtracion (filtro 0.20 mm) en campana de extraccion.
) Conserva a 4°C.
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Deteccidn de citocinas por ELISA tipo sandwich

Material:

Placas de 96 pozos fondo plano (Costar 3590)

Puntas para micropipeta

Equipos e instrumentos:

Micropipetas

Lavador de microplacas (ELX50 Auto Strip Washer, BIO TEK Instruments , INC

Lector para micro placas (EL312e BIO TEK INSTRUMENTS )

Reactivos

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)
9)

Acido clorhidrico 36.5-38%, HCI, PM 36.46 (9535-02 J. Baker, temperatura
ambiente)

Albumina de suero bovina, RIA grade, 96% (A-788 SIGMA , 4°C)

Albumina humana (4°C)

Bicarbonato de sodio (NaHCO?®) PM 84.01 (3506-01 J.T. Baker, temperatura
ambiente)

Carbonato de sodio anhidro (Na CO?) PM 105.99 (3604-01 J.T. Baker, temperatura
ambiente)

Caseina (C-7078 SIGMA, temperatura ambiente)

Cloruro de magnesio (MgCI?), PM 203.31 (M-0250 SIGMA, temperatura ambiente)
Cloruro de sodio (NaCl, PM 58.44 (3624-05 J.T. Baker , temperatura ambiente)
Dietanolamina 98.5% (C*H''NO?), PM 105.14 (398179 SIGMA, temperatura
ambiente)

10) Estreptavidina- fosfatasa alcalina (19542-018 Invitrogen , 4°C)
11) Fosfato dibasico de sodio anhidro (Na?HPO*), PM 142.0 (S-7907 SIGMA,

temperatura ambiente)

12) Hidréxido de sodio anhidro (NaOH), PM 40.0 (S-8045 SIGMA, temperatura

ambiente)
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13) Suero de chivo (4°C)
14) Sustrato de fosfatasa 200 tabletas/5 mg (S-092 SIGMA ,-20 °C)

1
1

5) TRIZMA base (C*H''NO?), PM 121.1 (T-8524 SIGMA temperatura ambiente)
6) Tween 20 (P-1379 SIGMA, temperatura ambiente)

17) Tween 20 (P1379 SIGMA, temperatura ambiente)
18) Tween 80, polyoxyethylene- sorbitan monooleate (P—1754 SIGMA , temperatura

ambiente)

Preparacion de soluciones

a) Buffer de union

Se utilizan diferentes amortiguadores para cada citocina

Fosfato dibadico de sodio anhidro 0.1 Ma pH 9.0 o pH 6.0

Ajustar el pH con acido clorhidrico diluido (en concentraciones 5M se usan
aproximadamente 200 pl). Una vez preparada se recomienda filtrarlo y
debe guardarse a 4°C

Buffer de fosfato salino (PBS) 1X

Buffer de marca GIBCO con n° de catalogo 70011-044. Concentracion 10X
pH 7.4, debe diluirse a una concentraciéon 1X . Almacenado a temperatura
ambiente.

Buffer de carbonatos a pH 8.0

Carbonato de sodio anhidro 0.1 M (1.06 g en 100 ml de agua destilada)
Bicarbonato de sodio 0.1 M ( 0.84 g en 100 ml de agua destilada)

Se agrega en 100 ml de agua destilada. Ajustar a pH 8.0

b) Solucién para lavar placas: PBS 1X con 0.01 de Tween 20, se agita suavemente.

c)

Una vez listo se filtra y debe guardarse a 4°C

Solucién bloqueadora

Se preparan 100 ml de solucién 0.1 N de hidréxido de sodio anhidro. Para disolver
el hidroxido de sodio anhidro en los 100 ml de agua destilada se calienta y al
momento de hervir se agregan lentamente 5.0 mg de caseina. Se agita lentamente
hasta que la caseina se disuelva, se apaga el calor y se agrega lentamente 900 ml

de PBS 1X pH 7.2 a 7.4, mientras se sigue agitando. Una vez que la solucion se
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enfria se ajusta el pH a 7.4. Se hacen alicuotas de 40 ml y se congelan a -20 °C .

Se conserva a 4°C

d) Soluciones para diluir el anticuerpo de deteccion
Se utilizan diferentes soluciones para cada citocina

Albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20. Se disuelve 1 gr de
albumina bovina en 100 ml de PBS 1X Ph 7.2 y se agregan 50 pul de
Tween 20. Una vez preparada la solucién se recomienda filtrarla y
guardarse a 4°C.
Solucion diluyente. Esta compuesta de una solucion de 0,1%de albumina
humana + 0.05% de Tween 20 en un buffer TRIZMA Base 20 mM y cloruro
de sodio 150 mM. Se ajustaa pH 7.3
Buffer de sustrato. En un vaso de precipitado, pesar 10 g de
dietanolamina, agregar 70 ml de agua destilada y 500 pl de solucion 0.1 M
de cloruro de magnesio, agitar y ajustar pH a 9.8 con acido clorhidrico. Una
vez preparado es recomendabile filtrarlo y conservarlo a 4°C, tapado con

aluminio.

Concentraciones de anticuerpos de capturay deteccion y preparaciéon de curvas

estandar con citocinas recombinantes

Las citocinas recombinantes se utilizan para las diferentes curvas estandar, estas se
encuentran en alicuotas de tal forma que al agregar cierto volumen de RPMI O DMEM
con 10% de SFB se tiene la mayor concentracién de la curva patron y posteriormente se

haran diluciones
TNFa humano

Anticuerpo de captura ( BD Pharmigen n° catalogo 551220) se almacena a 4°C, el vial
tiene una concentracion de 1mg/mly se usan 4 pg/ml. se diluye en buffer de fosfato

dibasico de sodio 0.1M pH 9.0 y se colocan 50 ul por pozo.

Anticuerpo de detecciéon (BD Pharmigen n° de catalogo 554511) se almacena a 4°C : el
vial tiene una concentracion de 0.5 mg/mly se usan 0.5 pg/ml es decir 1 pl/ml. se

diluyen en albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20 y se colocan 100 ul por pozo.
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Recombinante 10 yg a 200 ug/ml (BD Pharmigen , n° catalogo 554618, para la curva

estandar se colocan 100 pl por pozo ( se almacena a-70° C)
2000 pg/ml en 5 pl de TNFa recombinante +495 ul de DMEM
1000 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 pl de DMEM:

500 pg/MI en 250 pl del anterior + 250 ul de DMEM

250 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 pul de DMEM

125 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 ul de DMEM

62.5 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 pul de DMEM

31.25 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 yl de DMEM

15.62 pg/ml en 250 pl del anterior + 250 ul de DMEM

0 pg/ml solamente con DMEM

Procedimiento

1) Fijacion del anticuerpo de captura a la micro placa
El anticuerpo se diluye en un buffer de unién, el tipo de buffer de unién y la
concentracion utilizada depende de la citocina que se determine. Se colocan 50 pl
por pozo se tapa la placa y se deja a 4°C por un minimo de 10 horas. Los
anticuerpos de captura se encuentran a 4°C en alicuotas de 50 pl y en el caso de
que se evapora parcial o totalmente se lleva a 50 pl con el buffer de union
correspondiente.

2) Lavado de placa
Se lava la placa 4 veces con PBS 1X y 0.01% de Tween 80

3) Bloqueo de placa
Se utiliza solucién bloqueadora y se agregan 200 pl por pozo dejandola 30 minutos
a temperatura ambiente.

4) Lavado de placa
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5)

6)

7)

8)

9)

Se lavan 3 veces

Curva estandar y muestras problema

Se colocan 100 pl por pozo tanto en la curva estandar como de la smuestra. Se
dejan 2 hora a temperatura o bien 4° C hasta el dia sigueient. La curva estandar
consiste en una serie de diluciones de la citocina recombinante y sir ve como

control positivo.

Lavado de placa

Se lava 4 veces

Anticuerpo de deteccién
Se diluye en albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20 a una concentracion
adecuada para cada cirtocina y se agregan 100 ul pr pozo. Se incuba 1 hr a

temperatura ambiente.

Lavado de placa

se lava la placa 6 veces.

Estreptavidina- fosfatasa alcalina
Se diluye 1: 2000 en albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20 y se agregan

100 ul por pozo. Se incuba 30 minutos a temperatura ambiente.

10) Lavado de placa

Se lava 8 veces

11) Solucion reveladora

Se compone de un buffer de sustrato de fosfatas, se agregan 100 ul por pozo y se
incuba a temperatura ambiente y en oscuridad de 5 a 60 minutos siendo variable
para cada citocina. Para preparar la solucion reveladora cada 5ml de Buffer
sustrato y se agrega 1 pastilla de sustrato de fosfatasa que equivale a 0.005

mg/ml.
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12) Lectura de placa. Se lee en lector de ELISA para microplacas (EL 312 e BIOTEK
INSTRUMENTS) a una longitud de onda de 405 nm. Con ayuda el programa KC4

que proporciona las concentraciones de las citocinas en las muestras. Se

recomienda leer las placas cada 5 min.

saliva humana

Proteina/ Péptido

Principales proteinas y péptidos antimicrobianos encontrados en

Concentracién en
saliva total

(ug/ml)

Adrenomedulina

HNP-1

HNP-2

HNP-3

hBD-1

hBD-2

hBD-3

Catelicidina/LL-37

Histatina 1

Histatina 3

Estaterrina

CCL28
Azurocidina/CAP37/Proteina de union a
heparina

Sustancia P

Péptido relacionado a gen de
calcitonina

Neuropeptido Y

Péptido intestinal vasoactivo
Mucina 7
DMBT1/Aglutinina/GP340
Proteina surfactante A
Microglobulina Beta 2-

ADM
DEFA1
DEFA1/DEFA3
DEFA3
DEFBA1
DEFB4
DEFB103A
CAMP
HTNA1
HTN3
STATH
CCL28
AZU1

TACA1
CALCA

NPY
VIP
MUC7
DMBT1
SFTPA1
B2M

0.006
8.6
5.6

0-2.7

0.15

0.150

0.31
1.6
MS
7.3

26.5
0.9
MS

7.5x10°
23.5x10°

41.4X10°
39.9x10°
40
MS
0.9
0.38
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Proteinas ricas en prolina
Fibronectina

Calgranulina A

Calgranulina B

Psoriasina

Lactoferrina

Cistatina A

Cistatina B

Cistatina C

Cistatina D

Cistatina S

Cistatina SA

Cistatina SN

Inhibidor de proteasa leucocitico
secretor

Lactoperoxidasa/ Peroxidasa salival
Mieloperoxidasa

Lisozima C

Proteina 1 de reconocimiento de

peptidoglicano

MS= Deteccion de proteinas en saliva total no estimulada por espectrometria de masas.

PRH1
FN1
S100A8
S100A9
S100A7
LTF
CSTA
CSTB
CST3
CST5
CST4
CST2
CST1
SLP1

LPO
MPO
LYZ

PGLYRP1

MS

1.2-0.13

1.93
1.93
MS
20
MS
MS
0.9
3.8
53-116
78
39
29

1.9
3
40
MS
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