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RESUMEN

La cicatrizacion de heridas es un proceso multifactorial que involucra
diversos tipos de células y mediadores bioldgicos, en donde nuestro sistema
inmunoldgico interviene de diversas formas para mantener y restaurar la
homeostasis en los tejidos lesionados. En la regeneracion periodontal, el
clinico busca guiar la neoformacion de los tejidos periodontales perdidos a
causa de diversos factores locales y/o sistémicos. En esta revision
destacamos diversos mecanismos inmunoldgicos que intervienen con el
prondstico del tratamiento quirdrgico y nos lleva a plantearnos nuevas
preguntas de como podriamos ayudar a lograr una respuesta inflamatoria

regulada encaminada a una regeneracion periodontal exitosa y duradera.



INTRODUCCION

La comprensiéon de como los seres vivos tienen la capacidad de
promover mecanismos celulares tanto a la reparacion como a la regeneracion
de estructuras, que en algunos casos son vitales, ha llevado a un campo
amplio de estudio. La gama de opciones que se tienen hoy en dia para ofrecer
una mejora en la calidad de vida de las personas recae en gran medida sobre
el entendimiento y analisis del funcionamiento de éstas desde distintos puntos
de vista, incluyendo el contexto celular y molecular.

El clinico esta obligado a ser extraordinariamente habil para seleccionar
y aplicar la técnica que mejor resuelva el problema de cada paciente. Para ello,
debera echar mano de su experiencia basada en el conocimiento. Resulta
paradojico que no en pocas ocasiones, la aplicacion de las técnicas deja de
lado un aspecto esencial de cualquier terapia: la forma en que el individuo
responde a ella a partir de su propio sistema de defensa. Es decir que a pesar
del control exhaustivo de los factores extrinsecos que pudieran llevar al
fracaso, se deja de lado el papel del sistema inmunolégico que puede no
siempre jugar a favor del paciente. Si partimos del hecho concreto de la
capacidad del sistema inmunoldgico para defender al individuo ante agentes
lesivos, ¢por qué algunos tratamientos periodontales encaminados a
regenerar no son exitosos aun cuando aparentemente todas las variables para
la aplicacion de éstos han sido controladas? ;Sera que la forma en que el
sistema inmunoldgico interpreta las sefales generadas por los propios tejidos
no siempre favorece al huésped?

Esta revisiéon actualizada tiene como objetivo profundizar sobre el papel
del sistema inmunoldgico en la regeneracion periodontal, destacando la
participacion clave de los mecanismos inductores y promotores de la

inflamacion.



CAPITULO 1.

Lareparacion y laregeneracion periodontal.

El sistema inmunoldgico tiene un papel fundamental al favorecer la viabilidad
y capacidad para mantener y restaurar la homeostasis tisular tanto en
condiciones de esterilidad como en presencia de agentes infecciosos. Lo
interesante es la ambivalencia que puede presentar al momento de
protegernos: llevar de nuevo a la homeostasis reintegrando la normalidad o,
iniciar una serie de eventos que al prolongarse en el tiempo puedan derivar en
procesos indeseados o patologicos retroalimentados por el mismo sistema
inmunoldgico.

En la cicatrizacion de una cirugia periodontal interviene el sistema
inmunoldgico con diversos mediadores humorales y celulares con el fin de
reparar y volver a la homeostasis tisular. Esto se logra con una serie de
procesos que promueven la inflamacion, la formacion de tejido de granulacion
y la maduracion de este ultimo que culmina en el mejor de los casos, en una
curacién exitosa (1).

El tratamiento periodontal convencional, tanto quirdrgico como no
quirurgico busca una reduccion de la profundidad de sondaje y un aumento de
la insercidn clinica, lo cual a nivel histolégico se observa como la formacién de
un epitelio de union largo, sin que se produzca una neoformacion previsible
del periodonto. En cambio, cuando hablamos de un tratamiento de
regeneracion periodontal se hace referencia a aquellos métodos destinados a
posibilitar una neoformacion de los tejidos de soporte dentario (cemento
radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar) (2), procesos en los que la
maquinaria de defensa de nuestro cuerpo debe mantener la integridad y
alcanzar el éxito de la neoformacién tisular. Una desregulacion de esta

respuesta inmunitaria puede derivar en la destruccién patoldgica de los tejidos.



En la periodontitis, la reabsorcion del hueso alveolar se acompaia de
inflamacion gingival, que provoca la ruptura de la insercion periodontal. En
teoria, los defectos periodontales (incluidos los tejidos blandos y los tejidos
duros) no pueden regenerarse a la estructura original mediante reparacion (1).
Por otro lado, la cicatrizacion en la cavidad oral se lleva a cabo en contacto
con millones de microorganismos, lo cual puede ser completamente perjudicial
en condiciones disbidticas (3).

En comparacién con las heridas en la piel, las heridas en mucosa oral
cicatrizan mediante una reepitelizacion y un remodelado de los tejidos mas
rapidos debido a la presencia de factores de crecimiento y diversas proteinas
salivales con propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias, lo que ademas
resulta en cicatrices casi imperceptibles (1, 4). El patrén de cicatrizacion en la
cirugia periodontal se divide en cicatrizacion primaria y cicatrizacion
secundaria. En el primer caso sucede cuando el tejido gingival se reemplaza
casi perfectamente después de la intervencion quirdrgica, mostrando una
curacion rapida con poca o ninguna cicatriz (5). La cicatrizacion secundaria
ocurre cuando el sitio de la herida no esta cubierto por tejido epitelial. La
curacion posterior al tratamiento periodontal involucra directamente al sistema
inmunoldgico del individuo, a diversos componentes celulares de tejidos duros
y blandos, la matriz extracelular (MEC) y factores de crecimiento. Este proceso
consta de cuatro fases: hemostasia, inflamacion, proliferacién celular,
remodelacion y maduracion de la herida (6). La remodelacion dsea resulta de
una sincronizacion celular estricta de osteoclastos y osteoblastos. Los
osteoclastos dedicados a la resorcion 6sea y los osteoblastos mediante la
formacion de hueso. Su desregulacion puede provocar ostedlisis patoldgica en
la que la inflamacion tiene un papel fundamental en la promocion de la
destruccion osea alveolar. El hueso alveolar se encuentra en constante
remodelacion debido a sus funciones conjuntas con el diente, encia y

ligamento periodontal. Este hueso soporta un constante estrés mecanico y



distintos tipos de agresiones potencialmente patologicas, o que aumenta su

complejidad en la defensa del huésped y la remodelacién 6sea (7).

1.1 Componentes inmunitarios en laregeneracion periodontal.

La regeneracion periodontal consiste en la reproduccion o
reconstitucion de una parte perdida o dafada del periodonto con el fin de
restaurar su arquitectura y funcién (8). Se clasifica en regeneracioén tisular
guiada consistente en procedimientos que intentan regenerar las estructuras
periodontales perdidas, a través de una respuesta tisular diferencial (GTR) y
la regeneracion 6sea guiada (GBR) enfocada en injertos 6seos y aumento de
crestas alveolares en zonas edéntulas. Eventualmente las células que tienen
la capacidad de formar cemento, ligamento periodontal y hueso deben migrar
al sitio del defecto y activar el potencial de diferenciacién de las células
progenitoras. No obstante, para evitar que las células epiteliales inhiban su
proliferacion y diferenciacion se coloca una membrana para la repoblacion,
proliferacion y diferenciacion celular selectiva, ademas de proporcionar un
buen entorno para la cicatrizacién actuando como un colgajo gingival de doble
capa mejorando la estabilidad del coagulo de sangre y previniendo la invasion
bacteriana (1).

Después de la implantacion de biomateriales, en los tejidos
periodontales se produce una inflamacién aguda que activa la cascada del
complemento y la coagulacién. A la entrada de los neutrdfilos se liberan
enzimas y compuestos oxidativos que degradan el material y, se liberan
citocinas y quimiocinas que reclutan y activan monocitos que se diferencian en
macrofagos. Los macréfagos degradan los biomateriales cuando se exponen
a particulas pequenas (<5um) por fagocitosis y al exponerse ante cuerpos
extrafos de gran tamaro (>10 ym), se fusionan para formar células gigantes
de cuerpo extrafio (FBGC), para ampliar el area de contacto con el biomaterial

y asi mejorar su capacidad fagocitica (9, 10, 11,12).



Otros factores pueden incrementar y eficientar la fagocitosis, tales como
moléculas de la via de las lectinas y del sistema del complemento (13). Las
FBGC liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas degradantes
que incluyen metaloproteinasas de la matriz (MMP), por lo que tienen una
participacion importante en la degradacion de las membranas de barrera (14).

Asimismo, el material implantado desencadena la liberacidn de
histamina desde los mastocitos, lo que favorece el reclutamiento de mas
células inflamatorias. Las células presentadoras de antigenos (APC) estimulan
la activacién de linfocitos T, su proliferacion y diferenciacion a linfocitos Th2.
Ambas células secretan citocinas que contribuyen a reclutar
predominantemente monocitos (15). La IL-13 se clasifica como una citocina
tipo 2 liberada principalmente por las células Th2 inductoras de respuestas
inmunitarias tipo 2 (16).

Se ha demostrado que la neutralizacion de IL-13 suprime la capacidad
de degradacién de las FBGC, lo que evita la degradaciéon de la membrana de
colageno como una estrategia de inmunomodulacién guiada (9).

Las membranas desempenan un papel fundamental como barreras
mecanicas en la regeneracion tisular guiada (GTR) y la regeneracion 6sea
guiada (GBR) para evitar el crecimiento de tejido no deseado. Como barrera
mecanica, el hecho de que puedan mantener su integridad de manera
adecuada para garantizar el crecimiento del tejido éseo afecta directamente el
resultado de la GTR/GBR (17). La reabsorcién prematura de la membrana
provocara fallos en la regeneracion tisular (por ejemplo, el crecimiento interno
de tejidos blandos), mientras que la degradacion retardada dara lugar a una
mayor tasa de exposicion a la membrana y consecuentemente mayor
inflamacion. Por lo tanto, es esencial manipular y guiar la degradacion de la
membrana de barrera durante los procesos de GTR/GBR para inducir un

entorno regenerativo favorable para la formacién de hueso (18).
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Figura 1. El proceso de degradacion de la barrera de membrana, antes y después
de la inmunomodulacién, permite que el fenotipo TH2 predomine y se induzca la
sintesis y liberacion de IL-13. Esto favorece que los macréfagos conformen células
gigantes a cuerpo extrafio en el lecho de implantacion de la membrana de barrera y
la fagociten. El efecto inmunomodulador de la IL13 puede bloquearse mediante el
receptor IL-13Ra2, lo que afecta la formacién de las células gigantes y la

degradacion de la membrana. Fuente original: (9).

CAPITULO 2.

Homeostasis inmunologica en los tejidos periodontales.

El sistema inmunologico es una red dinamica de células con una
capacidad multiple de respuestas para defender al cuerpo contra ataques. Los
tejidos orales estan constantemente expuestos a diversas sefales de
naturaleza mecanica como resultado de la masticacién hasta los antigenos
provenientes de la dieta y de particulas transportadas por el aire. En
condiciones normales el sistema inmunoldgico debe ser capaz de distinguir
entre lo propio y lo no propio. No obstante, diversos factores pueden cambiar
esta forma de respuesta normal y llevar al organismo a la autoinmunidad,
iniciada a partir de una falla en el reconocimiento de agentes patégenos. Es
decir, el organismo puede pasar de un estado de deficiente respuesta
inmunoldgica, a otro en el cual puede atacar a sus propias estructuras (3).

Este ha sido un campo de estudio muy amplio y resulta interesante

abordarlo brevemente en esta revision, toda vez que la falla o rechazo de



algunos tratamientos de regeneracion periodontal no parecen tener una
explicacion muy clara. Desde hace mas de 50 afios se propuso que la
enfermedad periodontal podria tener una base autoinmune debido a la
presencia de anticuerpos contra la colagena identificados en pacientes con
periodontitis, lo cual podria explicar el efecto destructivo en el hueso alveolar
mediante la formacion de complejos inmunes (19).El microbioma oral
comprende comunidades de microorganismos (biomas) con interacciones muy
complejas entre si y con el huésped, sobre el cual ejercen efectos
inmunoestimuladores e inmunomoduladores. En este sentido, es capaz de
reclutar células inmunitarias hacia las mucosas, participar en la generacion y
maduracién de tejidos linfoides organizados y, estimular a otros componentes
celulares como a las células epiteliales para que produzcan moco y péptidos
antimicrobianos que ayuden a mantener la homeostasis (3).

La boca de un individuo sano puede estar colonizada por cientos de
especies bacterianas, con variaciones interindividuales resultantes del medio
ambiente, la genética, la edad y los estilos de vida. Algunos de estos
microorganismos han sido relacionados como participes en enfermedades
sistémicas. Su presencia en microambientes distintos a su sitio “normal” se
conoce como atopobiosis (20, 21).

El desequilibrio inmunoldgico en el periodonto involucra al microbioma
y a factores locales y sistémicos que conducen a la enfermedad periodontal.
La enfermedad periodontal es, junto con la caries, uno de los padecimientos
bucodentales con mayor prevalencia a nivel mundial. En México se ha
reportado hasta en 70% de la poblacién (segun la Academia Americana de
Periodoncia) y se presenta principalmente en adultos mayores (de 65 afios en
adelante) (22). Esta afecta negativamente la salud general de los pacientes,
relacionandose con la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la artritis
reumatoide, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y complicaciones en
el embarazo, entre otros (23). Hoy en dia se puede definir a la periodontitis

como el resultado de una disbiosis oral guiada por bacterias inflamatorias que


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.591255/full

afectan el desarrollo y resolucion de la inflamacioén, asi como la respuesta
inmune especifica (3). La inflamacién descontrolada resulta en la destruccién
de los tejidos que rodean y sostienen a los dientes (24), lo que sugiere algunos
mecanismos sobre la etiopatogenia de la enfermedad periodontal, entre los
que destacan las respuestas autoinmunes. La disbiosis e inflamacién cronica
pueden desencadenar la autoinmunidad por varios mecanismos. A
continuacion, se mencionan algunos de ellos dependientes de

microorganismos.

2.1 Mecanismos de autoinmunidad dependientes de
microorganismos.

2.1.1 Mimetismo molecular.

Este mecanismo ocurre cuando un autoantigeno es muy parecido a un
antigeno microbiano o de algun componente del microambiente, haciendo que
el antigeno sea reconocido por anticuerpos propios generando una reaccion
cruzada. EI mimetismo molecular es reconocido en la patogénesis autoinmune
y también es utilizado por los microorganismos para la evasién inmunoldgica.

Este fendbmeno ha sido ampliamente estudiado en diversas
enfermedades: la fiebre reumatica debida al reconocimiento cruzado de la
proteina M bacteriana y la N-acetilglucosamina de los estreptococos del grupo
A con la miosina del miocardio. (25), por infeccion con Chlamydia y el dafio
cardiaco (26), la esclerosis multiple debida a infeccion viral, cuya estructura
antigénica comparte caracteristicas con componentes del sistema nervioso
central induciendo desmielinizacion (27), en diabetes tipo | por la homologia
en la secuencia de la enzima glutamato decarboxilasa de las células beta del
pancreas con la enzima P2-C del virus Coxsackie B (28), entre otras (uveitis
autoinmune, espondilitis anquilosantes, Sindrome de Sjogren, lupus

eritematoso sistémico).



Algunas bacterias patogénicas del periodonto tienen estructuras
homodlogas a las proteinas de choque térmico (HSP) como la GroEL de la
Escherichia coli. Las proteinas GroEL y Dnak tienen homologia a las proteinas
HSP60 del periodonto, endotelio y musculo (29). Se ha identificado reactividad
cruzada de anticuerpos contra GroEL de P. gingivalis y la HSP60 en pacientes
con gingivitis, periodontitis y aterosclerosis (30) asi como la presencia de
células T especificas contra HSP60. No obstante valores bajos de esta
reactividad son requeridos para mantener la tolerancia inmunolégica ya que
estimula a las células Treg en los tejidos periodontales, endoteliales y en
musculo liso (31). Otro ejemplo de mimetismo molecular ocurre con la
glicoproteina [-32 que suprime la coagulacion. La leucotoxina C del A.
actinomycetemcomitans tiene homologia con -2 y en pacientes con
enfermedad periodontal positivos a este microorganismo tienen anticuerpos
elevados, lo que sugiere un papel trombogénico (32) La presencia de
anticuerpos contra cardiolipina en pacientes con periodontitis, cuya homologia
estructural es similar a antigenos de la P. gingivalis, asegura un ambiente
inflamatorio que activa la via TLR4. Las enzimas gingipains de la P. gingivalis
son reconocidas por las IgM naturales y son idénticas a los epitopes de ciertos
LDL, por lo que se considera que los patdégenos periodontales pueden

estimular la aterogénesis (33).

2.1.2. Translocacidn microbiana.

La presencia de bacterias en sangre se considera fisiolégicamente
anormal. No obstante, algunos microorganismos como el Staphylococcus
aureus pueden utilizar algunas células circulantes como los neutrdfilos,
fendmeno conocido como “caballo de Troya” (21). Este fendmeno facilita no
solo la circulacion microbiana, sino que les permite alcanzar otros espacios
como el intestino e inducir respuestas autoinmunes. En la artritis reumatoide

se han identificado proteinas citrulinadas en el colon, pulmones y liquido



sinovial, lo que soporta la hipotesis de que la mucosa del colon puede ser uno
de los sitios donde se rompe la tolerancia inmunoldgica a partir de dicha
modificacion enzimatica (34). En este rompimiento, la microbiota participa
produciendo citocinas proinflamatorias con efectos a nivel intestinal vy
extraintestinal (35). Estos eventos pueden desencadenar la diferenciacion de
linfocitos B y la produccién de anticuerpos dirigidos a la microbiota y tejidos
intestinales, incrementando su permeabilidad (36). Se ha identificado la
presencia de H. pilory en biopsias renales de pacientes con nefritis por lupus
(37) y la presencia de anticuerpos contra este microorganismo en las distintas
estructuras renales, incluida la membrana basal glomerular (38). La
administracion oral de P. gingivalis en un modelo murino produjo cambios en
la microbiota intestinal y en los componentes inmunes, ademas de inflamacién
de bajo grado en higado y tejido adiposo e incremento de la actividad de las
células Th17 en intestino de pacientes con artritis autoinmune (39). Esto se
explica por la traslocacion bacteriana que permite la presencia de su material
genético en distintos érganos (49), e incremento sistémico de la IL-6 (41). En
otro modelo murino de diabetes tipo | se le administré P. gingivalis, lo que
genero una disbiosis con el incremento de Brevibacterium, Corynebacterium y

Facklamia, agravando el control de la glicemia (42).

2.1.3. Sobreproduccion de autoantigenos.

Los microorganismos patdégenos producen enzimas, incluidas MMPs
capaces de degradar componentes de la matriz extracelular como fibrinégeno,
fibronectina y colagena tipo I, generando la aparicion de autoantigenos, o
modificando quimicamente los epitopes producidos a partir de la degradacién
(43) como ocurre en la citrulinacién observada en la apoptosis, necrosis,
necroptosis o0 netosis (que seran descritas mas adelante en el texto) (44).
Algunos microorganismos pueden activar a células inmunes para producir mas

MMPs, lo que contribuye al proceso degradativo y potencializa el efecto
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proinflamatorio mediante la produccion de citocinas y quimiocinas. Estas son
secretadas por los macrofagos, quienes reclutan a los leucocitos para liberar
proteasas que suman su efecto al de las MMPs (45, 46). Este mecanismo ha
sido estudiado en modelos de esclerosis multiple, artritis reumatoide y diabetes
tipo I (32). La citrulinacién de proteinas y péptidos se ha encontrado en la
artritis reumatoide, glaucoma, nefropatia, miastenia gravis, enfermedad de
Alzheimery psoriasis (47). A nivel sinovial, la aparicién de anticuerpos dirigidos
contra proteinas citrulinadas favorece el desarrollo de la artritis reumatoide,
incluso anos antes de la manifestacién clinica de la enfermedad (48).
Particularmente, se ha observado que P. gingivalis produce la enzima
peptidilarginina desaminasa responsable de la citrulinacién (43).

lo que posibilita una asociacion entre la enfermedad periodontal y la
artritis reumatoide (44,49). También se han identificados anticuerpos contra

proteinas citrulinadas en fluido crevicular de pacientes con periodontitis (50).

2.1.4. Superantigenos.

Son proteinas virales y bacterianas (particularmente Gram positivas)
que activan y expanden a los linfocitos T y B mediante el reconocimiento de la
region variable de la cadena Vb del TCR (TCR-Vb) y del MHC clase II. No
requieren procesamiento intracelular por las células presentadoras de
antigeno (CPA). La activacién celular genera la produccién de grandes
cantidades de citocinas reguladoras y efectoras (51). En el tejido gingival de
pacientes con periodontitis se ha observado una importante expresion de TCR-
Vb (52) aunque hasta hoy no existe asociacion directa de los superantigenos

como mecanismo patogénico.
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2.1.5. Activacion e inhibicion de receptores.

Moléculas como la CTL4 (cytotoxic T lymphocyte—associated protein 4)
y la PD-1 (programmed cell death protein 1) son importantes para el
mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y la respuesta antitumoral. En
las infecciones cronicas se promueve la produccion de citocinas
antinflamatorias, CTLA4 y PD-1 y, activacion de células Treg (53) CTLA4 y
PD-1 se expresan en las células T. La primera interactua con CD8/CD86 de
las APC generando anergia, mientras que PD-1 interactua con PD-L1 y PD-L2
de las APC y células tumorales, lo que envia sefales negativas a las células
T para evitar un agotamiento de ellas. Se ha reportado incremento de CTLA4
en TCD4 de pacientes con periodontitis (54). Asimismo, se ha evidenciado que
polimorfismos en PD-1 se asocian a la susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, atopia, artritis reumatoide y
esclerosis multiple (56). La estimulacion de linfocitos con P. gingivalis
incrementd considerablemente la expresion de PD-1/PD-L1 en TCD4, no asi
en TCD8, ademas de aumento en la produccién de IL-10 (citocina supresora).
Estos resultados sugieren un mecanismo inmunosupresor inducido por la

propia bacteria, favoreciendo su persistencia en el organismo (57).

2.2. Mecanismos de autoinmunidad que dependen del huésped.

2.2.1. Desregulacion de los Toll-like Receptors (TLRS).

La participacion de los TLRs en el reconocimiento de patdogenos es un
mecanismo muy importante que se describe mas adelante en este texto,
relativo a la muerte celular (“3.1 Receptores de la inmunidad innata y sus
ligandos”). No obstante, resulta oportuno mencionar en este apartado, como
los TLRs pueden fallar y favorecer el desarrollo de enfermedades. Por ejemplo,
una falla en el reconocimiento de acidos nucleicos puede favorecer la

inflamacion o la autoinmunidad (58) observada en la diabetes autoinmune por
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alteraciones del TLR4 (59). Aunque no existen muchos resultados respecto a
cémo las alteraciones en la expresion de TLRs pueden favorecer respuestas
autoinmunes en las enfermedades periodontales y su relacion con otras
enfermedades sistémicas, algunos estudios comienzan a dar elementos que
abren nuevas posibilidades para explicar la presencia, progresion y gravedad
de éstas. Por ejemplo, la activacion de las células epiteliales, células de la
inmunidad innata y adquirida a través de la expresion de CD14, TLR2 y TLR4
es importante para la generacidn de gingivitis y periodontitis en presencia de
LPS bacterianos periodontales (60, 61, 62). También se ha observado
disminucién en la expresion de IL-6 e IL-8 (63). La relacion de la periodontitis
con enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide ha evidenciado
que la autofagia relacionada al TLR9 mediante la catepsina K puede reducir la

destruccion 6sea al modular la inflamacion (64).
2.2.2. Sobreproduccion de citocinas.

La sobreproduccion de citocinas como la IL-12 a partir de estimulos
provenientes de la microbiota comensal intestinal, puede incrementar la
respuesta de las células T a autoantigenos (65). Esta misma citocina se ha
asociado a la severidad del dafo periodontal (66, 67, 68, 69). Se ha
demostrado que la deficiencia de IL-12 en ratones con periodontitis inducida
por P. gingivalis presentan menor resorcion ésea (70). Se ha encontrado que
la IL-12 puede inducir la expresion de moléculas inmunosupresoras mediante
un mecanismo dependiente de IFN-y (71,72). Se ha demostrado que
macréfagos murinos estimulados con LPS bacteriano liberan bajos niveles de
TNF-a y altos niveles de IL-10 (73). Asimismo, la funcién de las células NK
puede alterarse bajo las mismas condiciones debido a la incapacidad de los
macréfagos para producir interferones tipo | (27).
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El mantenimiento del radio Th17/Treg es importante para la
homeostasis mucosa y hematopoyética. Un desbalance puede generar
enfermedades autoinmunes (75), Por ejemplo, la reduccion en el numero de
células Th17 en el intestino de raton puede favorecer la glomerulonefritis
autoinmune (65). Esta citocina es relevante en la patogénesis de la
periodontitis, dado que una sefalizacion constante a través de ella puede
alargar el tiempo de la respuesta inflamatoria (76). En la enfermedad
periodontal, tanto la IL-17 como la IL-17F activan neutréfilos, fibroblastos,
células endoteliales y queratinocitos mediante NF-Kb y se incrementa la
secrecion de IL-6 y TNF-a (77). Ademas de la IL-6, RANTES participa en la
progresion de la gingivitis hacia periodontitis, mediante la produccién de IL-1b

and TNF-a por los fibroblastos, lo que recluta monocitos y células Th1 (61).

Se ha demostrado que el cambio de perfil de citocinas de las células
Treg productoras de IFNy a Th1 y, de células Th17 productoras de IL-17 a
IFNy esta implicado en enfermedades autoinmunes (78, 79). Particularmente
es presencia de P. gingivalis, la disbiosis generadora de periodontitis esta
relacionada con un cambio de perfil de IL-17A hacia IFN-y a partir de células
Th1 (80).

2.2.3. Activacion del espectador.

El alertamiento temprano que las células infectadas por virus o
bacterias hacen a otras células no infectadas para darles instrucciones
moleculares se conoce como activacion del receptor. Estas instrucciones se
relacionan con la produccién de citocinas inflamatorias que contribuyen al
reclutamiento de células inmunes innatas y especificas (independientes de
TCR y BCR). Dichas sefales pueden ocurrir por contacto directo célula-célula
0 por accion paracrina (mediante IFNs)(3).
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Algunas moléculas asociadas a patdogenos pueden activar a las células
T de forma no clasica. De hecho, las células Tyd, TCD4, TCD8 y células MAIT
(células invariantes asociadas a mucosas) expresan TLRs (explicados en
forma mas amplia a lo largo de este texto), lo que demuestra también el uso
de mecanismos de sefalizacion innatos por parte de estas células inmunes
especificas (81). Los LPS bacterianos pueden activar a los linfocitos T no
especificos de antigenos y a las NK, y éstos a su vez pueden activar a las
células dendriticas mediante CD86 e IFN-y (82). Diversas enfermedades se
han relacionado con este mecanismo, tales como la artritis reumatoide, LES,

diabetes tipo |, hepatitis autoinmune y enfermedad tiroidea autoinmune (140).
2.2.4. Expansion del epitope.

Un mecanismo interesante del origen de la autoinmunidad descansa en
la “expansion del epitope”. Este se refiere al proceso de diversificacion de
respuesta de los linfocitos B y/o T a partir de epitopes dominantes iniciales
hacia epitopes secundarios. La expansion del epitope permite optimizar el
reconocimiento del antigeno, incrementar la funcidn neutralizante de los
anticuerpos y, contribuir a una respuesta inmune mas eficiente. La extension
del epitope puede ocurrir dentro de un antigeno o involucrar diferentes
antigenos en términos intramoleculares e intermoleculares, respectivamente.
A nivel intramolecular consiste en la diversificacion de la respuesta inmune en
el mismo autoantigeno, mientras que la extension intermolecular involucra
diferentes antigenos de un solo complejo molecular o que colocalizan en un
mismo sitio anatdomico. La evidencia del papel funcional de la expansion del

epitope se relaciona con los aloinjertos (84, 85).

La expansion de epitopes desde un solo auto antigeno hacia multiples
antigenos puede iniciarse a partir de una reactividad cruzada. Asimismo, es
complejo evaluar la participacion de la expansion de epitopes en

enfermedades autoinmunes humanas debido a la probable ocurrencia
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temprana de las interacciones. No obstante, la participacion de antigenos

microbianos puede ser un factor desencadenante.

Los autoantigenos son encontrados frecuentemente como complejos
multi antigenos. Las células T especificas para un epitope especifico pueden
activar células B que son especificas para otros antigenos diferentes del
complejo, permitiendo la produccion de autoanticuerpos contra epitopes que

inicialmente no habian originado la respuesta inmune(86).

Se ha reportado la presencia de autorreactividad en pacientes con lupus
eritematoso sistémico (87), esclerosis multiple (88) y mononucleosis
infecciosa. En este ultimo caso se han encontrado anticuerpos IgM contra la
proteina P542 (antigeno celular hematopoyético) que cruza reactividad con el
antigeno nuclear del virus Epstein Barr (EB). Lo interesante es que estos
pacientes también presentan auto anticuerpos IgM contra la proteina p554 que
no tiene reaccion cruzada con antigenos del mismo virus (89, 90). También se
ha reportado la relacién entre la infeccidn por el virus EB y el lupus eritematoso
sistémico. El antigeno nuclear del virus EB (EBNA-1) contiene una secuencia
muy similar a una region del antigeno Smith (Sm), que es reconocida por
autoanticuerpos presentes en pacientes con LES. La inmunizacién de conejos
con el péptido EBNA-1 genera reactividad cruzada hacia el antigeno Sm que
expande una respuesta inmune hacia Sm y nRNP ( 91). En el pénfigo buloso,
la expansion del epitope parece participar en la severidad de la enfermedad
(92) dado que pacientes con ésta desarrollaron después de 12 afios, pénfigo
foliaceo (93). Otro ejemplo ocurre en la progresion del lupus eritematoso
sistémico en el que los pacientes muestran con el tiempo una diversificacion

en su perfil de autoanticuerpos (91).

Hay dos mecanismos de expansion del epitope independiente o
dependiente de la presentacion del antigeno. En el primero, la inflamacion y

activaciéon mediante citocinas son suficientes para que las células T
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reconozcan epitopes cripticos y activen de forma complementaria a los
linfocitos B (94). La expansion del epitope dependiente requiere a las APC en
tejidos donde no hay destruccion tisular; también activa a las células T y B
(95). El dano a los tejidos puede generar expansion del epitope. Se ha
observado que el péptido 19 (Pep19) de la HSP60 de P. gingivalis puede
disparar una respuesta inmune que reconozca otros epitopes (autoantigenos)
en pacientes con enfermedad periodontal (30). El Pep19 de P. gingivalis puede
inducir a que un grupo de células T reconozca autoantigenos (neo-antigenos)
de la HSP60 humana (Hu19, Hu9) y ox-LDL en pacientes con periodontitis
(96). La infeccion persistente puede generar la activacion de células T
especificas a un microorganismo generando dafo tisular y liberacién de auto
péptidos. La inflamacion producida puede incrementar la infiltraciéon de células
T al sitio de infeccién y activacion no especifica de células T autorreactivas.
Otra posibilidad durante la infeccion microbiana puede ser dirigida por el IFN-
y secretado por las células T y las células infectadas. Esta citocina puede
activar a las APC y generar el engullimiento de autoantigenos. El incremento
en la produccion de proteasas y el procesamiento de los autoantigenos
capturados puede resultar en la presentacion de autoantigenos cripticos que

pueden activar una reaccion autoinmune a partir de las células Ty B (191).

CAPITULO 3.

El sistemainmunoldgico ante agentes infecciosos.

3.1 Receptores de lainmunidad innata y sus ligandos.

El sistema inmunolégico esta conformado por componentes humorales
y celulares responsables de defender al huésped de los distintos agentes
patdgenos, ademas de ser esencial para el desarrollo, vigilancia, proteccion,
regulacion, mantenimiento y restablecimiento de la homeostasis. El dafo
tisular estéril, como el que ocurre por un traumatismo o lesion por

isquemia/reperfusidon induce una reaccion inflamatoria para iniciar la
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cicatrizacion de la herida y/o los mecanismos regenerativos. Si en una lesién
tisular se encuentran presentes microorganismos potencialmente lesivos, se
desatara una respuesta inmunoloégica liderada en un principio por la inmunidad
innata. Si no fuese suficiente, sumado a una respuesta inflamatoria, se dara
inicio a mecanismos especificos de defensa para delimitar el dafio y regenerar
o reparar lo dafiado.

A lo largo de nuestra vida, el recambio celular ocurre de forma constante
y regulada para mantener la cantidad de células funcionales. Bajo estas
condiciones, la muerte celular generalmente no desata una respuesta
inflamatoria. No obstante, cuando un agente lesivo es lo suficientemente
extenso e intenso sobre un tejido puede generar apoptosis patoldgica, inducir
necrosis o cualquier otra forma de muerte celular capaz de disparar una
reaccion inflamatoria con un final impredecible y desfavorable para el paciente
(98).

En cuanto a los agentes patdgenos, éstos contienen en su estructura
diversas moléculas que son reconocidas como extrafias por el organismo,
actuando como antigenos inductores de respuestas inmunitarias encaminadas
a controlar la infeccion y su diseminacién. Los microbios son reconocidos por
el sistema inmunoldgico a través de moléculas expresadas en sus superficies,
llamadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), tales como
lipopolisacarido (LPS), flagelina, dsRNA y, motivos CpG no metilados en el
ADN (98). Los PAMPs interactuan con una serie de receptores conocidos
como receptores de reconocimiento de patrones (PRR) presentes
principalmente en las células presentadoras de antigenos (APCs) como

monocitos, macréfagos y células dendriticas (DCs) (99).

18



Patégenos

y PAMP asociados Figura 1.2. Los receptores de

reconocimiento de patron (PRR)
m * detectan patrones moleculares

. asociados con patégenos
) (PAMP) e inician las respuestas
inmunitarias.

Los PRR pueden ser solubles o
PAMP ¢ PAMP PRR asociados estar asociados con células, y pue-

L Py e den promover una variedad de res-
w puestas cuando se encuentran con
9) "« sus ligandos adecuados.
PRR )
solubles A\

Ataque directo del microorganismo por Fagocitosis de PAMP y microorganismo
moléculas PRR solubles asociado
Aumento de la fagocitosis de PAMP unidos | | Activacion de la célula inmunitaria al
aPRR encontrarse con PAMP
Cascada proteclitica que produce lalisis Liberacion de “mediadores inflamatorios”
del microorganismo para amplificar la respuesta

e Figura 2. Los PRRs reconocen los PAMPs, lo que genera distintas respuestas

dirigidas a destruir al agente patégeno. Fuente original: (100).

Estos receptores conforman una gran familia, entre los que se
encuentran los receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo NOD (NLRs),
receptores tipo RIG-1 (RLRs), receptores tipo AIM2 (ALRs), receptores tipo
lectina C (CLRs) y sensores intracelulares del DNA como cGAS (101,102, 103,
104). La familia TLR comprende 10 miembros (TLR1-TLR10) en humanos y
12 en ratones (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13). Los TLRs se localizan en la
superficie celular o en los compartimentos intracelulares como en el reticulo
endoplasmico, endosoma, lisosoma o endolisosoma y pueden reconocer

distintos PAMPs (lipidos, lipoproteinas, proteinas y acidos nucleicos)(105).
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Figura 3. El TLR4 se localiza en la superficie celular y, TLR3 en la endosoma. Se inician sefiales
mediadas por MyD88 (Myddosoma) o TRIF que activan a los factores transcripcionales NF-kB, AP1s e
IRF3. Dicha activacion da lugar a la expresion de genes del INF-I y otras citocinas inflamatorias (imagen
de la izquierda). TLR7 o TLR9 se encuentran en los endosomas o lisosomas y su activacién también
induce la transcripcion de citocinas como el interferon alfa (INFa) (imagen de la derecha). Fuente
original: Kawasaki T, Kawai T. Toll-like receptor signaling pathways. Frontiers in Immunology 2014;
5(461):1-8. doi: 10.3389/fimmu.2014.00461 (106).

Los PRRs inducen una respuesta inmune innata al producir citocinas
inflamatorias como interferdn tipo | (IFN-1)y otros mediadores que potencian la
fagocitosis (107, 108). En esta activacion corriente abajo de la sefalizacion
participan principalmente las vias NF-kB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas), MAPK (proteinas cinasas
activadas por mitdgenos) e IFN-I (102). Estas vias ademas incrementan la
expresion de moléculas MHC y coestimuladoras (109, 110), por lo que el
reconocimiento de los PPRs puede también orquestar una respuesta inmune
adaptativa especifica contra antigenos microbianos (111), mediante Ila
presentacion de éstos a los linfocitos Th y Tc (107). Se ha documentado que
la activacion directa de la sefalizacion de células T a través de TLRs como
TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9 esta relacionada con el agravamiento de

enfermedades en modelos de infeccion, cancer y autoinmunidad (artritis
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reumatoide, lupus eritematoso sistémico, diabetes tipo 1, esclerosis multiple,
hepatitis autoinmune y enfermedad tiroidea autoinmune, entre otras (83). Se
sugiere que un mecanismo similar de autoinmunidad podria mediar la
enfermedad periodontal, a partir de la activacién de las respuestas del
huésped a los cambios disbioticos, como es el caso de la desregulacion de los

TLRsy la hiperproduccion de citocinas a partir de células inmunes especificas.
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FIGURA 5.2. Los PAMPs y DAMPs, al unirse a los PRR, estimulan al NFkB y se generan citocinas. PAMP: patrones moleculares asociados a patdgenos; DAMP: moléculas asociadas a peligro o dafo celular; LPS:
lipopolisacérido; TLR: receptor tipo tol; NLR: receptor tipo NOD; RLR: receptor tipo Rig-1; NFkB: factor nudear kappa B; PRR: receptor de reconodimiento de patrones.

Figura 4. PAMPs y DAPMs se unen a los PRR, activan NFkB y se induce
la expresion de genes de citocinas proinflamatorias. Fuente original:
Vega-Robledo GB. Inmunologia basica y su correlacion clinica. Editorial
Médica Panamericana. 2015. (208).
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Otro grupo de moléculas de origen enddgeno (liberadas por las células
del huésped), o exdégeno (derivados de patégenos o productos de la matriz
extracelular -MEC-) que pueden ser reconocidos por las células de la
inmunidad son los DAMPs (patrones moleculares asociados a dafio o peligro).
Las células necrdticas en el tejido dafiado liberan DAMPs, tales como HMGB1
(high mobility group box 1 proteins, proteina de la caja 1 del grupo de alta
movilidad), IL-33, ATP, proteinas de choque térmico, acidos nucleicos, acido
urico y productos de degradacion de la MEC ocurrida por la destruccién tisular

o por la inflamacion (98).
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intracelulares. Entonces, los DAMP pue-
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rio y favorecer la inflamacion. Por otra
parte, dado que los estimulos que inician
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cas no se rompen y su eliminacion es
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células del sistema inmunitario innato,
antes de que pueda producirse la libera-
cion de DAMP. Por esta razon, la apopto-
sis no suele estar asociada con la activa-
cion del sistema inmunitario.

Figura 5. El dafo grave a las células puede generar necrosis, o que expone a los DAMPs. Esta
liberacién es interpretada como sefial de peligro por el sistema inmunoldgico, quien inmediatamente
induce inflamacion. Esta respuesta es distinta a la muerte por apoptosis, que al no exponer los DAMPs
permite que se reconozca a la célula afectada mediante los macréfagos sin inducir inflamacion. Fuente
original: Delves PJ, Martin SJ, Burton DR, Roitt IM. Roitt Inmunologia. Fundamentos. Editorial Médica
Panamericana. 122 edicién, 2015. (100).

La investigacién ha establecido que los TLRs se expresan en los tejidos

periodontales (114).
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Dado que la encia esta constantemente expuesta a los microbios
presentes en la biopelicula de la placa, la sefializacion de los TLRs juega un
papel importante en la respuesta inmune innata y el mantenimiento de la salud
periodontal. Sin embargo, la sobreproduccion de citocinas proinflamatorias
debido a la estimulacion crénica de los TLRs puede conducir a la destruccion
de tejidos (115, 116). Rojo-Botello, et al., demostraron el incremento en la
expresion de los TLR-2, -3, -4 y -9 en pacientes con enfermedad periodontal
comparados con los individuos sanos. Asimismo, encontraron que los TLR-2,
-4 y -9 estaban particularmente elevados en pacientes que presentaban
también diabetes tipo 2. Estos valores fueron incluso superiores a los
pacientes que padecian diabetes sin enfermedad periodontal Estos hallazgos
son consistentes con la nocion de sostener una correlacion entre la expresion
de TLRs con la gravedad de la enfermedad o con el grado de inflamacion
(117).

Las deficiencias en la sefalizacién del receptor de reconocimiento de
patrones (PRR) que controla la homeostasis al nivel de composicion de la
microflora, conducen a una mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades.
Cuando hay una activacién inapropiada de la deteccién de acidos nucleicos,
los TLR pueden causar inflamacién patégena y autoinmunidad (118,119). Los
TLR que han evolucionado para detectar acidos nucleicos y el reconocimiento
de ADN o ARN microbianos representan claramente una estrategia clave
mediante la cual el sistema inmunoldgico innato detecta la infeccién; sin
embargo, la deteccibn de acidos nucleicos conlleva el riesgo de
autorreconocimiento y autoinmunidad. En conjunto, estos hallazgos muestran
que los TLR en el periodonto y sus mecanismos reguladores pueden ser
activados o inhibidos por ligandos especificos derivados de bacterias
periodontales (120).

Por lo tanto, no se ha establecido un papel especifico entre las

bacterias o su material genético y la respuesta innata del huésped por los TLR
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que conduce a la aparicion de respuestas autoinmunes, pero no se puede
descartar (3).

3.2. Mecanismos de muerte celular.

El organismo cuenta con distintos mecanismos que permiten la
eliminacion de células por acontecimientos fisioldgicos o patolégicos. A lo largo
de los anos se han desarrollado diferentes clasificaciones de la muerte celular,
sin embargo, en la actualidad son tomados en cuenta tanto el tipo de estimulo
que induce el proceso de muerte y la maquinaria de sefializacién involucrada
(121). En 2018 el Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular
(Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD) propuso una nueva
clasificacion basada en aspectos moleculares (72). De esta forma podemos
dividir a la muerte celular en dos tipos: programada y no programada. La
muerte celular no programada ocurre generalmente en condiciones de dafio
fisico a los tejidos (123). La muerte celular programada se genera a partir de
senales moleculares precisas inductoras de muerte (175). Este tipo de muerte
puede ser apoptoética o no apoptética. En el primer caso, la principal diferencia
radica en el mantenimiento de la integridad de la membrana celular, ausencia

de inflamacién y activacién de enzimas con actividad proteolitica.

3.2.1 Apoptosis

La muerte celular por apoptosis es un mecanismo utilizado para eliminar
células envejecidas, infectadas, dafiadas o transformadas. Las causas de este

tipo de muerte se describen en la Figura 6.
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Tabla 2. Inductores de la apoptosis

Fisiologicos Asociados al dano celular Terapia Toxinas
- TNF - Golpe térmico — Quimioterapéutica - Etanol
- Ligando de Fas — Infeccion viral (cisplatino, doxorubicina, - Betaamiloide
— TGF-beta - Toxinas bacterianas pleomycina, cyticina - Veratridina
— Neurotransmisores (glutamato, dopamina) — Oncogenes: myc, rel, E1A arabinosida, metotrexato, - 6-OHDA
— Ausencia de factores de crecimiento - Factores de transcripcion: p53 vincristina) -3-NP
— Pérdida de fijacion de la matriz — Linfocitos T citotéxicos — Radiacién — Metanfetamina
- Ca* — Agentes oxidantes — Radiaciéon UV
— Glucocorticoides — Radicales libres
— Retirada de nutrientes-
antimetabdlicos

Figura 6. Factores asociados a muerte celular por apoptosis. Fuente original: JOAQUIN JORDAN.
Apoptosis: muerte celular programada. OFFARM VOL 22 NUM 6 JUNIO 2003. (125).

Se han identificado tres vias que pueden conducir a la apoptosis: 1.
mediante la deteccién de ligandos enddgenos como el factor de necrosis
tumoral (TNF), el ligando Fas (FasL) o el ligando inductor de apoptosis
relacionado al TNF (TRIAL); 2. por estimulos no dependientes de un receptor;
3. por sefales provenientes de linfocitos T citotdxicos. En esta ultima la ac-
tivacion de receptores de muerte celular programada como PD-1
(Programmed cell Death protein 1) induce la liberacién de perforinas vy
granzimas capaces de destruir células tumorales o que han sido infectadas
por virus. Las perforinas forman poros en la membrana citoplasmatica a través
de los cuales ingresan las granzimas como la granzima B, capaz de inducir la
activacién de la caspasa 10 (126). Durante la apoptosis se activan un conjunto
de reacciones bioquimicas intracelulares, principalmente mediante la
activacion por protedlisis de enzimas llamadas caspasas (proteasas
especificas para aspartatos y cisteinas), que se caracterizan por el
mantenimiento intacto de las membranas celulares permitiendo asi su
eliminacion por fagocitosis, consecuentemente en ausencia de inflamacion
(141). En las fases finales, la célula disminuye considerablemente su volumen
y el contenido lisosomal se mantiene intacto, se fragmenta la célula y aparecen
los cuerpos apoptéticos (vesiculas asociadas a porciones pequefas de la

membrana celular) que son fagocitados por las células vecinas. Estos cuerpos
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apoptéticos cumplen la funcién de contener el material celular y evitar que éste
actue como desencadenante de la muerte de otras células. En la apoptosis,
ademas, el nucleo reduce su tamario y el DNA se fragmenta por accion de las
endonucleasas provocando la particion del ADN a nivel internucleosomal, lo
que origina fragmentos de unos 200 pb (128). Las células del sistema inmune
pueden inducir este tipo de muerte cuando detectan que una célula ha sido
dafada. Los llamados “receptores de muerte” se localizan en la membrana
citoplasmatica y pueden clasificarse en moléculas cuya activacion siempre
conduce a la muerte (R-Fas -receptor Fas- y TNF -receptor del factor de
necrosis tumoral-), y aquellos que tienen una funcién fisioldgica, pero su
sobreactivacion puede provocar también la muerte de la célula. En este grupo
encontramos a los receptores de glutamato, de trombina y canales i6nicos
dependientes de voltaje. R-Fas también se conoce como CD95 o Apo1l y
pertenece a la superfamilia TNF/NGF (197).

Célula NK
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Figura 1.25. Acontecimientos de la transduccion de sefial implicados en la apoptosis mediada por célulasnatural killer (NK).

Figura 7. La célula NK puede inducir apoptosis mediante la liberacién de granulos
citotéxicos o mediante la activacion de receptores de muerte (ej. FasR) a través de
un ligando especifico (FasL). Ambos procesos pueden activar la maquinaria

mitocondrial o directamente activar a las caspasas que inducen muerte celular.

26



Fuente original: Delves PJ, Martin SJ, Burton DR, Roit IM. Roitt Inmunologia.
Fundamentos. Editorial Médica Panamericana. 122 edicion, 2015. (100).

En términos generales, tras la activacion de R-Fas (unido a L-Fas,
miembro de la familia TNF) mediante su dominio de muerte asociado a Fas
(FADD), se inicia una cascada de senales intracelulares que activa a las
caspasas iniciadoras 8 y 10. Tras la activacion de la caspasa 8 pueden ocurrir
dos posibilidades: activar la cascada de caspasas efectoras 3 y 7, o actuar
sobre la proteina pro-apoptoésica Bid (miembro de la familia Bcl-2). La forma
truncada de Bid (Bid.) se transloca hacia la mitocondria, donde activa la via de
muerte mitocondrial o intrinseca (130). La via intrinseca o mitocondrial
considerada como independiente de receptores de muerte (aunque ya se
explico previamente que no es asi de estricto), se desencadena por estimulos
intracelulares (lesiones en el material genético por agentes quimioterapicos,
radiaciéon UV, hipoxia, aumento en la concentracién del calcio o de especies
reactivas de oxigeno o nitrégeno, ceramida, p53 y oncogenes como c-myc y
miembros de la familia Bcl2) (78). La activacion de estos segundos mensajeros
conduce a la funcion alterada de organelos como la mitocondria y el reticulo
endoplasmico y a la alteracion de la actividad de cinasas y fosfatasas
reguladoras de otras proteinas. En el caso del calcio, cuando incrementa
considerablemente a nivel intracelular, genera dainos irreversibles y muerte
celular dado que puede activar enzimas (proteasas y lipasas) inductoras de la
produccion de radicales libres y afectar la expresién génica de factores
transcripcionales. Por otra parte, el rompimiento del equilibrio entre la
generacion de radicales libres y los sistemas antioxidantes incrementa la
oxidacion de proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos. La ceramida
sintetizada en el reticulo plasmatico y mitocondrias se ubica en gran cantidad
en la porcién interna de la membrana plasmatica. Al translocarse hacia la
mitocondria genera cambios en el potencial de su membrana y favorece la

formacion del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial, que conduce a la
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apoptosis (131). La proteina p53 (guardian del genoma) es un factor
transcripcional activado en respuesta al dafo en el ADN. El incremento de p53
induce la expresion de genes como p21/WAF1/Cip1, el cual es un complejo
inhibidor de proteinas cinasas reguladas por ciclinas que evitan la entrada al
ciclo celular. Este fendbmeno es muy relevante, dado que evita que genomas
potencialmente danados, se repliquen. Si esta detencion del ciclo celular no
es suficiente para reparar el dano genético, p53 induce la muerte celular con
la participacién de Bid, Bad y Bax. Los cambios bioquimicos que siguen a las
sefales irreversibles de muerte celular corresponden con la degradacion de
proteinas y cromatina. Las proteasas relacionadas son las caspasas,
calpainas, granzima B y proteosoma. Las caspasas son una familia de
cisteina-proteasas clasificadas como implicadas en la produccion de citocinas
(caspasas 1, 4, 5y 13), caspasas activadoras de otras caspasas (caspasas 2,
8,9y 10)y, caspasas efectoras o ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7). Por su parte,
la sintesis de la proteina p53 induce la sintesis de las proteinas Bax y . Estas
proteinas incrementan la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa,
favoreciendo la liberacion citosoélica del citocromo c¢, AlF (factor inductor de
apoptosis), la proteina Smac/DIABLO y miembros de la familia de las
caspasas. Se forma asi el apoptosoma (sefal irreversible de muerte) que se
une a la procaspasa 9 generando su activacién como caspasa 9. Se inicia asi,
la cascada de activacién de las caspasas efectoras 3, 6 y 7. Estas activan
endonucleasas que fragmentan el DNA y, producen la apoptosis. La liberacion
del cyt c desde la mitocondria hacia el citoplasma es un paso importante en la
regulacion, ya que activa a Apaf-1 e interrumpe la cadena de transferencia de
electrones, reduciendo la produccion de energia e incrementando la
concentracion de ROS ( 132, 133).
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hinchazén de la célula y la mitocondria, degradacién del citoesqueleto y
nucleo, ruptura de las membranas citoplasmatica y de los organelos, y
liberacion del contenido citoplasmatico al espacio extracelular. La necrosis
ocurre cuando factores externos superan las condiciones fisiolégicas del tejido

y someten a la célula a un estrés excesivo e incontrolable, como el calor, el

Figura 8. La apoptosis se induce mediante sefiales extrinsecas o intrinsecas. La
primera inicia con la activacion de receptores de muerte como TRAIL-R o FasR. La
estimulacion recluta moléculas como FADD, procaspase-8, y procaspase-10, quienes
forman el complejo de sefializacion inductor de muerte. La caspasa 8 activa, puede
activar a las caspasas 3 y 7 y/o la proteina Bid (Bid trucado o tBid). Este se trasloca a
la mitocondria y favorece la permeabilidad de la membrana mitocondrial con la
liberacién del citocromo c, y otras proteinas pro-apoptéticas hacia el citoplasma. El
citocromo ¢ participa en la formacion del apoptosoma (Apaf-1/dATP) y activacion de
la pro-caspasa 9, que a su vez activa a las pro-caspasas 3 y 7 favoreciendo mas la
muerte celular. La via intrinseca se activa por estimulos intracelulares como el dafio
al DNA, ROS o deprivacion de factores de crecimiento, lo que genera la activacion de
caspasas efectoras. Fuente original: Trejo-Solis et al. Autophagic and apoptotic
pathways as targets for chemotherapy in glioblastoma. Int J Mol Sci 2018; 19(3773).
doi:10.3390/ijms 19123773 (134).

3.2.2 Necrosis

Otro mecanismo de muerte celular es la necrosis, en la cual se genera
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frio, los estimulos mecanicos, las sustancias quimicas, la hipoxia, la radiacion
ionizante y la irradiacién UV. La necrosis es un mecanismo que no requiere la
sintesis de novo de proteinas y su gasto energético es bajo (135). Se
caracteriza por el aumento en el Ca2+ intracelular, disfuncion mitocondrial,
aumento en las ROS y protedlisis inducida por calpainas (que dependen del

calcio) y catepsinas (requieren de un ambiente acido para funcionar) (159).

3.2.3 Necroptosis

El predominio de la apoptosis como la principal forma de muerte,
permite que ésta se lleve a cabo en condiciones tolerogénicas. La necroptosis
también llamada “muerte celular necrotica dependiente de RIPK3” se encarga
de eliminar células infectadas por patégenos, promover un estado inflamatorio
mediante la liberacion de DAMPs e inducir el reclutamiento de células
fagociticas al sitio de dafio (137). La necroptosis presenta cambios
morfolégicos similares a la necrosis, pero puede activarse por ligandos
diferentes y esta regulada por proteinas especificas (138). La activacién de
receptores de membrana como los TLR3, TLR4, TNFR1, proteina cinasa R
(PKR) y DAI (DNA-dependent Activator of Interferon regulatory factors, sensor
citoplasmatico que activa al sistema inmune innato en presencia de agentes
patdogenos como los virus RNA) (139) induce la activacion de cinasas que
fosforilan residuos de serina o treonina de las proteinas RIPKs (Receptor-
Interacting Protein Kinases) y que interactian con otros receptores. RIPK1 y
RIPK3 forman un complejo intracelular denominado necroptosoma o
necrosoma, el cual induce la activacién de la proteina MLKL (Mixed Lineage
Kinase Domain Like Pseudokinase). Esta proteina se transporta a la
membrana celular para inducir su ruptura y, en consecuencia, la liberacién del
contenido citoplasmatico (61). Numerosos elementos de la sefalizacion
apoptética son compartidos con la necroptosis. Esta via es altamente regulada

por moléculas como FLIP (FLICE-like inhibitory protein), las proteinas A20 y
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CYLD (cylindromatosis), y los inhibidores de la apoptosis clAP1 y clAP2 (83).
Un aspecto interesante de la necroptosis es que requiere la inhibicion o

alteracion de la funcion de la caspasa 8 para activarse.

La unién de TNFR a su TNF-L induce la via de sefializacion de NF-kB,
que involucra la poliubiquinilacion de RIPK1 y NEMO (NF-kB essential
modulator). TNFR1 recluta a la proteina TRAD con el adaptador FADD, que
se une a la procaspasa 8. No obstante, la proteina FLIP forma un heterodimero
con la caspasa 8 y evita que se inicie la apoptosis. Entonces RIPK1 forma un
complejo intracelular con RIPK3, dando lugar al necrosoma. Este ultimo actua
como un transductor de sefales necroptaticas, en la cual participan moléculas
como MLKL. Los mecanismos completos de las sefiales corriente abajo de la

necroptosis continuan sin ser plenamente identificados.

wecroptosis

Figura 9. La necroptosis es activada por diversas sefiales extra e intracelulares capaces
de activar directamente a RIPK3 o a través de RIPK1. La fosforilacion de RIPK3 induce la
translocacién a la membrana de MLKL y en consecuencia la entrada masiva de iones. Las
sefiales de supervivencia a través de la sobreregulacion de IAPs o la activacion de la via
TAK1 bloquea las seinales de RIPK1 y protege a las células de morir por necroptosis. La
inactivacion de RIPK1 y RIPK3 mediante la caspasa 8 bloquea la muerte por necroptosis,

favoreciendo la apoptosis. Fuente original: Molnar T et al. Current translational potential
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and underlying molecular mechanisms of necroptosis. Cell Death Dis 2019;10(11):860.
doi:10.1038/s41419-019-2094-z (6).

La hiperglicemia, la deprivacion de oxigeno o las reacciones inmunes
pueden elevar la expresion de RIPK3, favoreciendo la necroptosis (104). Este
mecanismo de muerte favorece un estado inflamatorio relacionado con
enfermedades neurodegenerativas (esclerosis multiple, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amilotrofica), crecimientos tumorales, infarto al
miocardio, aterosclerosis, pancreatitis, fascitis necrosante de la piel, liquen
plano, lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria intestinal, entre
otras (142, 143, 140).

La apoptosis y la necroptosis participan balanceando la primera linea
de defensa ante estimulos inflamatorios. Se ha identificado la activacién de
RIPK1 como inductor de necroptosis durante la progresion de la periodontitis
( 144).

3.2.4 Autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico que lleva a la degradacién celular
y al reciclaje de proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y organelos
mediante la digestién lisosomal. Este mecanismo permite a las células
adaptarse a situaciones de estrés, regulando el crecimiento celular, el
metabolismo y la sobrevivencia. A nivel basal, la autofagia se considera
citoprotectora dado que ayuda a la remocion de proteinas mal plegadas o
innecesarias (145). Ademas de la deprivacion de nutrientes, la hipoxia, el
estrés metabdlico, osmaético y oxidativo, ademas de algunos patdégenos,
pueden inducir autofagia (146). Su desregulacion se relaciona con el
envejecimiento, inflamacion, enfermedades neurodegenerativas, cancer,

diabetes, enfermedades hepaticas y autoinmunes (147, 148).
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En la autofagia se genera condensacion parcial de la cromatina sin fragmentos
de DNA , ademas de la presencia de vesiculas autofagicas e incremento de la
actividad lisosomal (149). La autofagia se clasifica en tres tipos:
macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. En esta
revision solo nos referiremos a la macroautofagia, que consiste en el secuestro
de sustratos envueltos en vesiculas de doble membrana Ilamados
autofagosomas. Estos se fusionan con los lisosomas para su degradacion,
proceso mediado por los ATG (AuTophagy-related Genes) (150). En una
primera fase los autofagosomas se forman de porciones de la membrana
plasmatica, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias
(134). Posteriormente, la membrana se alarga y forma los fagoforos que van
englobando otros componentes citosdlicos y, finalmente se forman los
autofagosomas. Transportados por el citoesqueleto, los autofagosomas se
fusionan con los lisosomas formando los autolisosomas. Los productos de la
degradacion lisosomal son reciclados y usados para producir energia (151).
La regulacion de la autofagia en mamiferos es a través de mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin), compuesto por el complejo TORC1 y TORC2. En
presencia de nutrientes, aminoacidos y factores de crecimiento, mTORC1 es
activado y se inhibe la autofagia. mTORC1 es regulado por la via de
sefalizacion PI3K (phosphatidilinositol-3-kinase), activada por la union a
receptores de membrana como factores de crecimiento. PI3K activado
convierte PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en PIP3, el cual recluta
a las cinasas PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) y AKT/PKB hacia
la membrana plasmatica (152). La fosforilacion de AKT lleva a su activacion y
a la supresién de la autofagia. En condiciones homeostaticas, la autofagia es
inhibida por la fosforilacion de mATG13 y FIP200 mediante la cinasa TORC1
(Target Of Rapamycin Complex 1), que evita la interaccion de ULK1/ULK2
(Unc-51-Like Kinase 1/2). Sin embargo, durante la deprivacion de nutrientes o
por el tratamiento con rapamicina, TORC1 es inactivado y se induce la

formacion del autofagosoma (153). Cuando Beclin-1 (Beclin-1-associated
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autophagy-related key Regulator) se une a AMBRA-1 (Activating Molecule in
Beclin-1 Regulated Autophagy-1), UVRAG (UV irradiation Resistance-
Associated tumor suppressor Gene) y Bif-1 (Bax-interacting factor-1) resulta
en induccion de la autofagia. Por el contrario, si Beclin-1 se une a Bcl-2 o Bcl-
XL, la autofagia se inhibe. En condiciones de falta de nutrientes o energia, se
activa AMPK (AMP-activated protein kinase, regulador clave del estado de
energia intracelular) por la fosforilacion inducida por LKB1. Cuando incrementa
la concentracién de calcio y citocinas como TRAIL, TNF o IL-1, se activan la
cinasa CaMKKB (Ca2+/calmodulin-dependent kinase kinase) y TAK1
(Tansforming growth factor-B-Activating Kinase 1). Ambos activan a AMPK,
que induce autofagia mediante la fosforilacion de TSC1/TSC2 e, inactivando a
mTOR (154).
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Figura 10. La autofagia consiste en varios estadios: induccién, nucleacion del
autofagosoma, elongacidon/completamiento, fusibn a los lisosomas vy
degradacion/reciclaje. En condiciones normales de nutrientes, mTOR inhibe la
autofagia por inactivacion del complejo ULK1/2. A falta de nutrientes, deprivacién de
factores de crecimiento o estrés, mTOR se inactiva e induce la autofagia. Al inicio

requiere la actividad del complejo PI3K-Ill/Beclin-1. El completamiento y expansion
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del autofagosoma requiere las moléculas Atg5/Atg12/Atg16 y LC3-PE. EI
autofagosoma maduro se fusiona con los lisosomas mediante la accion de Rab7 y
Lamp 2. Fuente original: Trejo-Solis et al. Autophagic and apoptotic pathways as
targets for chemotherapy in glioblastoma. Int J Mol Sci 2018; 19(3773).
doi:10.3390/ijms 19123773 (42).

En pacientes con inflamacion periodontal se han identificados niveles
elevados en la expresion de marcadores autofagicos como LC3 y ATG (155,
156). Algunos patobiontes periodontales como P. gingivalis y sus toxinas
como los LPS promueven la liberacion de mediadores inflamatorios como
TNF-a, IL-1B e IL-6, las cuales causan la destruccidn del colageno y la
resorcion del hueso en la progresion de la inflamacion periodontal (157). Se
ha demostrado que los LPS inducen inflamacion a través de autofagia
(158,159).
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Fig. 11. El tratamiento con LPS favorece la autofagia mediante la estimulacion de las
proteinas Dec1 y Dec2, moduladoras de la respuesta inmune. Dec1 media la autofagia
mediante la via PI3K/AktmTOR, mientras que Dec2 lo hace mediante la via
APK/ERK/mTOR. Fuente original: Wang X, Sato F, Tanimoto K, Rajeshwaran N,
Thangavelu L, Makishima M, Bhawal UK. The Potential Roles of Dec1 and Dec2 in
Periodontal Inflammation. International Journal of Molecular Sciences. 2021; 22(19):10349.
https://doi.org/10.3390/ijms221910349. (160).
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3.2.5 Piroptosis

Tras la deteccion intracelular de sefales de dafio o por la presencia de
un patégeno, se desencadena un tipo de muerte celular inflamatoria conocida
como piroptosis. Las células que sufren piroptosis se hinchan, fragmentan su
DNA, presentan poros en la membrana plasmatica y ruptura de esta,
produciendo la liberacibn de mediadores inflamatorios y componentes
citoplasmaticos al espacio extracelular. El lipopolisacarido (LPS) bacteriano
presente en la pared celular de las Gram negativas, es uno de los principales

activadores de la piroptosis en células inmunes. (161).

Para iniciar este mecanismo se requiere la formaciéon de un complejo
multiproteico conocido como inflamasoma. Esto inicia mediante la activacion
de NLRs (NLRP1, NLRP3 o NLRC4) o TLRs como TLR4, que inducen la
activacion de la via de senfalizacion NF-kB. Este factor transcripcional se
trasloca al nucleo e induce el incremento en la transcripcion de los genes pro-
IL-18, pro-IL-18 y pro-caspasa-1y -5. Asimismo, se genera un aumento de los
NLRs (162).

Otras senales importantes para la formacion y/o liberacion de
interleucinas son: 1. el eflujo de potasio debido a la estimulacién del canal de
potasio sensible a ATP o por la formacion de poros por toxinas bacterianas, 2)
la desintegracién lisosomal que conduce a la salida de catepsina B en el citosol
y, 3) la generacion intracelular de ROS, moléculas requeridas para el
ensamblaje del inflamasoma, lo que resulta en la maduracion de las IL-1 e IL-

18 por la caspasa 1 (163).
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Figura 12. Via candnica y no candnica de piroptosis. La primera requiere la participacion
del inflamasoma. Un inflamasoma clasico contiene un PRR y la proteina ASC. Se han
identificado cuatro tipos de inflamasomas que reciben diferentes sefales de activacion:
miembros NLR, NOD-, LRR- y NLRP1; NLRP3; NOD-, LRR- y NLRC4; AIM2, sensor de
acidos nucleicos. La activacion del inflamasoma promueve la maduracion de la pro-caspasa
1 en caspasa 1, el cual corta a la pro-IL-18 y pro-IL-18 a IL-18 e IL-18, respectivamente. La
caspasa 1 corta a GSDMD y su porcién N-terminal se une ala membrana celular para formar
poros oligoméricos, generando la lisis celular. En la via no canénica, la caspasa 11y las
caspasas 4/5 no requieren al inflamasoma. El estimulo inicial proviene de LPS bacterianos
que activan a la caspasa 11 (caspasa-4/5 en humanos). Estas cortan a GSDMD para
disparar la piroptosis. Fuente original: Guo et al. Autophagy regulation on pyroptosis:
mechanism and medical implication in sepsis. Mediators Inflamm 2021; 2021:9925059.
(164).

Las bacterias y/o productos bacterianos entran al citosol a través de la
accién de toxinas formadoras de poros o mediante la activacion de panexina.
Tras el reconocimiento de su ligando, NOD1 y NOD2 forman un oligdmero,
seguido del reclutamiento y activacién de la serina treonina cinasa de RICK
(RIP2), que a su vez recluta a TAK1. La interaccién con la proteina NEMO

resulta en la activacion de las sefiales MAPKs y NF-kB (165).
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Figura 13. NOD1/NOD2 reconocen moléculas derivadas de peptidoglicanos en el
citosol y forman un complejo con RICK. Este se ubiquitina y recluta a TAK1. Esto
favorece el reclutamiento del complejo IKK. La interaccion entre RICK y NEMO
activa las IKKs y MKKs mediante TAK1. Fuente original: Shaw MH, Reimer T, Kim
YG, Nufiez G. NOD-like receptors (NLRs): bona fide intracellular microbial sensors.
Curr Opin Immunol 2008; 20(4):377-382. doi:10.1016/j.c0i.2008.06.001 (166).

Asi, la activacion de los NLRs por los PAMPs citosoélicos promueve la
formacion del inflamasoma. La caspasa 1 activa al precursor de la IL-1B y ésta
puede ser secretada (167). Dada la localizacion de los TLRs y NLRs, se creeria
que sus funciones son mutuamente excluyentes. Contrario a ello, parece haber
acciones complementarias mas que redundantes. El efecto sinérgico de las
sefales de TLRs y NLRs se ha evidenciado al estimular a las células con
peptidoglicanos o con agonistas de TLR y NOD2 (168). La actividad de NF-KB
mediante TLR es necesaria para la produccion de IL-1B, mientras que la
activacion de la pro-IL-13 depende de la activacidén de la caspasa 1 mediada
por NLR(169). Esta via secuencial, regulada por TLRs y NLRs sirve como un

salvavidas que evita un exceso de produccion de IL-1B3. Asimismo, se ha
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demostrado que en las células resistentes a agonistas de TLR, por ejemplo,
dentro del epitelio intestinal o tras la induccién de tolerancia a LPS, la
sefalizacion de NOD1 y NOD2 no decayeron, e incluso incremento la
expresion de RICK (170).
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Figura 14. La activacion del inflamasoma genera la liberacion de las IL-1 e IL-18.
Las bacterias o sus productos entran al citosol mediante toxinas formadoras de
poros o la activacion del poro panexina-1. La estimulacion de los PRRs a través de
PAMPs o DAMPs, induce la activacién de la via NF-kB para la expresion de la pro-
IL-1 y de los genes asociados a las proteinas del inflamasoma. Las bacterias y/o
productos bacterianos entran al citosol a través de la accion de toxinas formadoras
de poros o mediante la activacion de panexina. Fuente original: Shaw MH, Reimer
T, Kim YG, Nufiez G. NOD-like receptors (NLRs): bona fide intracellular microbial
sensors. Curr Opin Immunol 2008; 20(4):377-382. doi:10.1016/j.c0i.2008.06.001
(166)

La piroptosis se ha implicado en el desarrollo de distintos tipos de
neoplasias, cardiopatias, sepsis y enfermedades neurolégicas como la
encefalitis viral y la meningitis (171). La piroptosis de neutrofilos y monocitos
es la principal fuente de IL-18 durante la infeccién (172). En la sepsis, la
autofagia es un mecanismo protector contra una disfuncidén organica multiple

(173). Teniendo un efecto modulador sobre la piroptosis. La liberacion de IL-
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18 e IL-18 a partir de células piroptoticas estimula y recluta neutréfilos y
macrofagos hacia el foco infeccioso (174). La IL-18 puede estimular a las
células T y NK para producir IFN-y (174). La IL-1 e IL-18 también regulan la
transcripcion de citocinas de las células T CD4+ (175). Asimismo, la IL-1 puede
estimular la produccion de IL-6 y regular la proliferacion de células B vy la
produccion de anticuerpos (174). Las células inmunes no solo son un blanco
de los productos piroptéticos; también ellas guian la piroptosis, ya que células
como los linfocitos T y B pueden sufrir piroptosis disminuyendo su numero y
generando estados de inmunosupresion. Por otra parte, en enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide, los linfocitos generan piroptosis a
través de NLRP3 (176). Aunque la infeccién por VIH genera pérdida de
linfocitos T CD4+ por apoptosis mediada por caspasa 3, ahora se conoce que
también la muerte puede inducirse por piroptosis mediada por caspasa 1. La
muerte de las células T CD4+ produce la liberacion de DAMPSs, induciendo la
muerte incluso de células no infectadas. Esto crea un ciclo inflamatorio que

favorece la deficiencia inmunoldgica (177).

En la enfermedad periodontal, el inflamasoma puede favorecer la
infeccidon o la destruccion descontrolada del hueso alveolar, como se ha
observado en la periodontitis, periodontitis periapical y periimplantitis, asi como
en otros padecimientos como la osteonecrosis inducida por medicamentos,
osteomielitis no estéril o estéril de la mandibula, el movimiento dental en
ortodoncia y la osteoporosis (7). Se ha demostrado que los fibroblastos
gingivales estimulados con LPS presentan incremento en la activaciéon de la
caspasa 1, IL-18 y NF-kB, lo que ha sugerido el papel de la piroptosis en la

inflamacion periodontal (178).
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Figura. 15. Fuente principal: Los LPS bacterianos inducen la
expresion de la proteina Dec1, lo que favorece la sobre
regulacion de la IL-18 y NF-kB. Por su parte, Dec2 atenua la
fosforilacion del factor transcripcional NF-kB which, lo que
desactiva a la caspasa 1, inductora de piroptosis. Fuente
original: Wang X, Sato F, Tanimoto K, Rajeshwaran N,
Thangavelu L, Makishima M, Bhawal UK. The Potential Roles of
Dec1 and Dec2 in Periodontal Inflammation. International
Journal of Molecular Sciences. 2021; 22(19):10349.
https://doi.org/10.3390/ijms221910349. (160).

3.2.6 NETosis.

Los neutrdfilos son uno de los componentes celulares mas importantes
de la inmunidad innata, porque llegan rapidamente a los sitios de infeccion y
pueden eliminar patdgenos mediante distintos mecanismos: la fagocitosis, la

formacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (TENS), la degranulacion

y, la produccién de ROS (179, 180).

La NETosis es una forma especifica de muerte celular de los neutréfilos

independiente de caspasas, inducido por estimulos proinflamatorios
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procedentes de bacterias, hongos, virus, parasitos, citocinas, quimiocinas y
algunos farmacos (181, 182). En este mecanismo, los neutrdfilos
descondensan su cromatina, rompen la membrana nuclear, mezclan el
contenido nuclear y citoplasmatico, rompen la membrana plasmatica y liberan
las TENs (183). que estan formadas por filamentos de cromatina (ADN e
histonas) y, proteinas de los granulos primarios, secundarios y terciarios, tales
como la elastasa, la catepsina G y la mieloperoxidasa (MPO) capaces de
inmovilizar, neutralizar y combatir a agentes patégenos (184). Mediante este
mecanismo, los neutréfilos deben morir para combatir la infeccién (NETosis
suicida) (185).

Por otra parte, la NETosis vital se caracteriza por la liberaciéon del ADN sin
pérdida de membrana nuclear y plasmatica, por lo que después de la NETosis,

los neutrofilos permanecen vivos y son capaces de realizar la fagocitosis(186).

Las interacciones electrostaticas entre la membrana bacteriana cargada
positivamente y el ADN cargado negativamente de las fibrillas de cromatina
son los eventos clave para el atrapamiento por las TENs (187). Algunos tipos
de bacterias pueden evadir estas interacciones mediante un cambio en la

carga de su superficie o por el tipo de moléculas en su capsula (188).

La NETosis inicia cuando diversos ligandos enddgenos o exdgenos se
unen a los TLRs, receptores del complemento o receptores de citocinas. La
activaciéon mediante estos receptores induce el incremento del calcio
intracelular y la activacion de la proteina cinasa C (PKC) y de la enzima
NADPH oxidasa (187). La respuesta inflamatoria no controlada a partir de la

NETosis puede llevar a disfuncién organica multiple (189).
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Figura 16. La netosis es una de las principales funciones de los neutrdéfilos en los tejidos
periodontales. Este proceso inicia con la descondensacion de la cromatina, la cual esta
embebida con granulos antimicrobianos citoplasmaticos. Las trampas son liberadas al
espacio extracelular para ejercer su efecto antimicrobiano. Si falla la remocion de las
trampas, los niveles elevados de éstas pueden generar dado a los tejidos periodontales.
Fuente original: Magan-Fernandez A, Rasheed Al-Bakri SM, O'Valle F, Benavides-Reyes
C, Abadia-Molina F, Mesa F. Neutrophil Extracellular Traps in Periodontitis. Cells 2020;
9(6):1494. https://doi.org/10.3390/cells9061494). (190).
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CAPITULO 4.
Consideraciones inmunoldgicas en la regeneracion

periodontal.

4.1 Factores locales y sistémicos que afectan el proceso de
cicatrizacion.

La cicatrizacion favorable de la herida periodontal depende de varios
factores, entre ellos la comprensiéon anatdmica completa, el disefio y la
elevacion del colgajo correctos. Para que estos factores favorezcan el riego
sanguineo y los resultados estéticos, se requieren células reactivas normales
y una matriz extracelular sana.

El envejecimiento es un proceso biolégico caracterizado por una
disminucién en la funcién celular, consecuencia de una deficiencia gradual en
las reacciones regenerativas y de la expresion génica en los tejidos (191).

Los componentes de la MEC participan mediante cambios en sus
distintas moléculas y en la secrecion de las enzimas que contribuyen a su
remodelacion. Después de la lesion tisular, normalmente se reclutan varios
tipos de células (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, fibroblastos, células
endoteliales y queratinocitos) que secretan y organizan los componentes de la
MEC incluidos colageno, proteoglicano y fibronectina (192). El fenotipo
secretor asociado a la senescencia se caracteriza por un rasgo proinflamatorio
de las células senescentes, con la participacion de quimiocinas, citocinas y
enzimas proteoliticas (193). A diferencia de un proceso de curacioén durante la
juventud, en el envejecimiento disminuye la sintesis de colageno, la migracion,

la proliferacion y la diferenciacion celular. Aumenta la produccién y actividad
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de las MMPs (194) lo que puede prolongar la produccion de citocinas
inflamatorias que retrasan la cicatrizacion de heridas y la fibrosis tisular,
reduciendo el potencial regenerativo, afectando las fases de remodelacién
tisular (1) La diabetes mellitus es una enfermedad caracterizada por una
cicatrizacion alterada debido a mecanismos fisiopatolégicos complejos, como
la hipoxia inducida por una insuficiente perfusion o angiogénesis que amplifica
las respuestas inflamatorias tempranas y la produccion de ROS (195), altos
niveles de MMPs y la disfuncion de los fibroblastos y queratinocitos. Estos
eventos ocasionan la destruccidn de los tejidos, la desregulacién de las
funciones inmunitarias, defectos en la capacidad bactericida, la quimiotaxis de
leucocitos y la fagocitosis que se suman a una reparacion deteriorada, asi
como también la neuropatia que ocasiona disminucion de neuropéptidos como
la sustancia P, el péptido relacionado con la calcitonina y el factor de
crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor, NGF) (196). En pacientes
fumadores, los problemas de cicatrizacion en cirugias periodontales -incluida
la colocacion de implantes dentales- son ampliamente conocidos. La nicotina
es absorbida por difusion a través de la mucosa bucal. Su efecto
vasoconstrictor reduce el sangrado gingival por una vascularizacion
insuficiente de la encia, lo que incrementa el riesgo de infecciones y
alteraciones de la cicatrizacion (197). La nicotina inhibe la actividad
fibroblastica, la sintesis de fibronectina, coldgeno y aumenta la actividad de la
colagenasa. Todos estos factores complican la cicatrizacion al retrasarla y
generar el riesgo de rotura de la herida, infeccion, necrosis tisular vy
epidermdlisis (198). Otro factor importante en la cicatrizacién es la generacion
de ROS. Los patobiontes periodontales pueden promover la generacion de
ROS. En condiciones normales esto seria suficiente para destruirlos mediante
procesos oxidativos. Los ROS pueden activar genes asociados con la
inflamacion, apoptosis y autofagia a través de JNK, NF-kB y moléculas
relacionadas con la piroptosis. Estos procesos descontrolados pueden

favorecer el desarrollo de periodontitis (199).
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4.2. Opciones terapéuticas para laregeneracion periodontal.

Distintos componentes se han empleado para la regeneracion
periodontal, sea de origen natural (del propio paciente o procedente de alguna
especie biologicamente afin) o artificial. En todos los casos, se busca
aprovechar las cualidades de dichos compuestos para contribuir a la
regeneracion. Lo que se espera de estas estrategias es guiar una respuesta

inflamatoria e inmunolégica que favorezca al tejido.

4.2.1. Derivado de la matriz del esmalte (DME).

Este se refiere al componente de la matriz del esmalte extraido de
dientes porcinos en desarrollo. EI componente principal de los DME es la
amelogenina que promueve la proliferacion de fibroblastos del ligamento
periodontal y se ha demostrado que promueve la diferenciacién de precursores
osteogénicos (200, 201), estimula la angiogénesis, mejora la proliferaciéon y
produccion de matriz entre las células del ligamento periodontal (202,203), e
inhibe el crecimiento epitelial (204), procesos claves para lograr una eficaz
regeneracion periodontal guiada (203, 205). Se ha demostrado que en
condiciones sistémicas con trastornos de la cicatrizacion periodontal como en
la diabetes, la RTG con DME promueve la regeneracion del tejido periodontal
a través de la via de senalizacion Akt/VEGF (206).

4.2.2. Colageno.
Esta proteina es la mas abundante y disponible de forma natural en la
MEC, indispensable en la cicatrizacién de heridas, la angiogénesis y la

agregacion plaquetaria (207, 208). Las membranas utilizadas en la RTG
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consisten en colageno tipo I, lll o ambos, con la desventaja que su capacidad

hidrofila da lugar a una rapida degradacion (1).

4.2.3. Productos derivados de la sangre.

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una sustancia bioactiva autéloga
que mejora la cicatrizacién de heridas. Se obtiene mediante centrifugacion
sanguinea de la capa intermedia entre glébulos blancos y plaquetas. Las
plaguetas se unen a la malla de fibrina o MEC y reclutan células madre
mediante sus proteinas bioactivas (209). Es de facil manipulacion en las
terapias periodontales regenerativas de tejidos duros combinado con injerto
0seo (210) y en terapias periodontales regenerativas de tejidos blandos, lo que

acelera la cicatrizacion y mejora la estética (211).

El plasma rico en factores de crecimiento (PRFC) es una mezcla de
concentrado de proteinas autdégenas capaces de modular la respuesta tisular
a la inflamacioén, con capacidad regeneradora en algunos tejidos (212).
Diversos factores de crecimiento se encuentran en los granulos alfa liberados
por las plaquetas como PDGF, TGFB, IGF y VEGF, involucrados en los
procesos de cicatrizacion. Este producto requiere de menos sangre venosa,
no contiene glébulos blancos y subproductos inflamatorios asociados a la

proteasas e hidrolasas acidas (1).

El plasma rico en plaquetas y leucocitos es una suspension de
plaquetas y leucocitos, que puede activarse con trombina, cloruro calcico o
batroxobina entre otros, convirtiéndose en geles de fibrina con una arquitectura

sésil.

En una lesidn para lograr la hemostasia y la cicatrizacion de heridas se
producen interacciones de los receptores de la superficie celular con proteinas
como la fibrina y con glicoproteinas adhesivas como la fibronectina que es una

glicoproteina adhesiva que tiene multiples sitios de union para diversos
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receptores de superficie celulares, como en los fibroblastos (213). El sellador
de fibrina puede prepararse de sangre autéloga sin una reaccion inmune. Se
compone por trombina y fibrinbgeno, empleado para inducir la etapa final de
la via de coagulacion de la sangre, principalmente en cirugias para hemostasia

y anclaje del injerto (1).

La fibrina rica en plaquetas pura (P-PRF) y artificial (L-PRF) son
biomateriales, sin y con leucocitos, respectivamente. Son un concentrado de
plaquetas de segunda generacién que se obtiene a partir de la propia sangre
del paciente, sin el empleo de aditivos. Funcionan como andamiaje para las
sustancias implicadas en la regeneracion. La L-PRF es considerada como un
concentrado de plaquetas de segunda generacién. Es un coagulo de sangre
autégeno optimizado, del que se obtiene una membrana de fibrina fuerte,
formada por células autégenas y enriquecida con factores de crecimiento y
proteinas de la matriz ( 214, 215, 216, 217, 218). A diferencia del PRP, la L-
PRF presenta una mayor cantidad de plaquetas y leucocitos, asi como de
factores de crecimiento tales como PDGF, VEGF y TGF, ademas de fibrina,
fibronectina y vitronectina (219,220). L-PRF ha demostrado un excelente
comportamiento como conector biolégico con las particulas 6seas ( 221, 217
222, 223).
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CONCLUSIONES

Los tejidos expuestos a multiples factores agresores podrian sufrir dafos
irreversibles si no contaran con un sistema inmunolégico que mediara la
homeostasis. En este sentido, el clinico debe comprender las alteraciones
patologicas a nivel tisular y escudrifiar en los mecanismos moleculares
intracelulares involucrados, que muchas veces ocurren en condiciones
subclinicas, muy por debajo de un estado de enfermedad inflamatorio

plenamente establecido.

La inflamacién puede ser quizas el punto de encuentro entre las
enfermedades sistémicas y las infecciones orales responsables de perpetuar
condiciones patoldgicas a nivel tisular. Esta revision nos ha permitido visualizar
de forma panoramica, los mecanismos inmunolégicos basicos involucrados en
las enfermedades periodontales y como estos pueden afectar la respuesta a
terapias de regeneracion periodontal. Se abre la posibilidad de mejorar el
manejo clinico de los pacientes al considerar la respuesta tisular desde las
fases iniciales del tratamiento periodontal, planear una terapéutica
estabilizadora que colabore con el sistema inmune e incluso, en un contexto
profilactico ser capaces de coadyuvar hacia respuestas mas favorables y

duraderas de los procedimientos regenerativos.
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