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RESUMEN

Se ha identificado al 6xido nitrico (NO) como una molécula de sefalizacién
importante involucrada en la regulacion de varias actividades biologicas. Sin
embargo, la sobreproducciéon de NO, catalizada por la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), es citotéxica. La enzima iINOS es inducida por varios
estimulos incluyendo el lipopolisacarido (LPS) bacteriano. El LPS es una
molécula de la pared celular de bacterias gram-negativas como
Actinobacillus actinomycetemcomitans. A. actinomycetemcomitans esta
considerada como un patégeno involucrado en la periodontitis juvenil y del
adulto. En esta investigacion se examiné los efectos de LPS de A.
actinomycetemcomitans en la produccién de NO y la expresion de iNOS en
los fibroblastos gingivales humanos (HGF). Intentamos, ademas, esclarecer
la via de transduccién involucrada en la expresion de iNOS inducida por el
LPS de A. actinomycetemcomitans. Se encontr6 que el LPS de A.
actinomycetemcomitans puede estimular la produccion de NO y la expresién
de iNOS de una manera curso temporal y dosis dependiente. La localizacion
celular de la enzima fue en el citosol de los HGF. El inhibidor de PI3K
(wortmanina), el inhibidor de PI-PLC (U73122), el inhibidor de p38 MAPK
(203580) y el inhibidor de ERK 1/2 (PD98059) atenuaron la expresion de
INOS inducida por el LPS de A. actinomycetemcomitans. Mas aun, la
expresion de iNOS inducida por LPS de A. actinomycetemcomitans fue
completamente inhibida por bisindolilmaleimida, c. queleritrin, calfostin C y
estaurosporina, (inhibidores de PKC) y PDTC (inhibidor de NFkB). Basado
en estos hallazgos, nosotros sugerimos que talvez el LPS de A.
actinomycetemcomitans active a PKC a través de PI-PLC y PI3K para
inducir la activacion de p38 MAPK y ERK 1/2, quien en turno inician la
activacion de NFkB induciendo finalmente la expresién de iNOS y la
produccion de NO en HGF.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) has been identified as an important signaling molecule
involved in regulating several of biological activities. However, the
overproduction of NO, catalyzed by inducible nitric oxide synthase (iNOS),
is cytotoxic. iINOS is induced by many stimuli including bacterial
lipopolysaccharide (LPS). LPS is a cell-wall molecule of Gram-negative
bacteria such as Actinobacillus  actinomycetemcomitans. A.
actinomycetemcomitans is considered a pathogen bacteria involved in
juvenile and adult periodontal disease. We examinated the effects of LPS
from A. actinomycetemcomitans on the production of NO and expression of
iINOS in human gingival fibroblasts (HGF). We also attempted to throw light
on the transduccion signaling involved in A. actinomycetemcomitans LPS-
induced INOS expression. We found that A. actinomycetemcomitans LPS
can stimulate the release of NO and iNOS expression in concentration and
time-dependent manners. The cellular localization of the iINOS enzyme was
at the citosol of HGF. PI3K inhibitor (wortmanin), PI-PLC inhibitor (U73122),
p38 MAPK inhibitor (203580) and ERK 1/2 inhibitor (PD98059) attenuated A.
actinomycetemcomitans LPS-induced iNOS expression.  Further, A.
actinomycetemcomitans LPS-induced iNOS expression was competely
supressed by bisindolylmaleimide, c¢. queleritrine, calphostin C and
staurosporine, (PKC inhibitors) and PDTC (NFkB inhibitor). Based on those
findings, we suggest that A. actinomycetemcomitans LPS might activate
PKC through PI-PLC and PI3K to induce p38 MAPK and ERK 1/2 activation,
wich in turn initiates NFxB activation and ultimately induces iNOS
expression and NO release in HGF.



INTRODUCCION
ENFERMEDAD PERIODONTAL

Es aquella enfermedad inflamatoria que conduce a la destruccion del tejido que
sostiene al diente (periodonto). La periodontitis puede evolucionar por brotes
episodicos, seguir un curso en etapas (desde una forma inicial a otra avanzada),
tener un caracter cronico o agresivo y ser localizada o generalizada (1).

En el periodonto, las caracteristicas en la composicion microbiana cambia del
estado de salud al de enfermedad. Después de la acumulacién de la placa
microbiana en el surco gingival, la invasién del tejido del huesped por
microorganismos induce una respuesta inflamatoria e inmunopatolégica, que
eventualmente lievan a cabo el desarrollo de la gingivits y periodontitis. Aunque no
se ha entendido por completo el efecto de la poblacién microbiana en el proceso
inflamatorio, cualquier disrupcion por bacterias comensales, bacterias patégenas o
un compromiso en la salud sistémica o local del huésped llevara a cabo una
alteracioén en las condiciones del huésped resultando en la enfermedad (2).

MODULACION DE LA RESPUESTA DEL HUESPED

La salud en la tejido gingival resulta de un evento constante y activo que
comprende la formacién de una “pared” de neutréfilos estratégicamente localizada
entre la bacteria y el epitelio del surco. La infiltracién de neutréfilos, ocurre en el
tejido periodontal cercano a la superficie radicular del diente. Analisis
imunohistoquimico e in situ sugieren la participacién de niveles de E-selectina y de
la expresion de la molécula de adhesion intracelular (ICAM-1) , las cuales
evidentemente facilitan la extravasacion de neutréfilos fuera del sistema vascular y
la acumulacion en el tejido gingival (3) (Fig 1A). La expresion de E-selectinas en
las células endoteliales produce la interaccion entre los leucocitos y la pared
endotelial, iniciando un estado activo necesario para la salida de leucocitos. Una
vez en el tejido, es postulado que los neutréfilos pasen a través de las células
utilizando el receptor ICAM-1 y siguiendo un grandiente de concentracion de
interleucina 8 (IL-8), potente citocina quimioatrayente que es producida por el
epitelio, los fibroblastos y los macréfagos en respuesta a las bacterias. Esta E-
selectina y el gradiente de ICAM-1, en la vasculatura y en el epitelio del surco, se
establece antes de que los signos clinicos e histolégicos de la inflamacion se
hagan evidentes (4).

La pérdida de un infiltrado inflamatorio funcional lleva a cabo alteraciones
significativas en el tejido periodontal. En el tejido periodontal inflamado se observa
entonces maxima expresion de IL-8 y acumulacion de neutrdfilos en el epitelio de
union adyacente al sitio donde se ubican los microorganismos que han producido
la infeccion (5) (Fig 1B). Se sabe ademas que existe un aumento en la expresion
de MCP-1, una potente citocina quimioatrayente, junto con una correspondiente
acumulacién de macréfagos a lo largo de la lamina basal del epitelio oral, debido a



la presencia de antigenos microbianos como lipopolisacaridos (6). Alteraciones en
la diapedesis, quimiotaxis y migracion de neutréfilos/macréfagos provocan
ausencia de la barrera de proteccion inflamatoria, o los defectos en los mismos
macréfagos o neutrofilos lleva a cabo la susceptibilidad a una gran variedad de
bacterias causantes de enfermedad. Estas anormalidades celulares innatas
pueden ocurrir debido a defectos congénitos, a deficiencias del huesped (7),
agentes inmunosupresores usados en el tratamiento de otras enfermedades
sistémicas (8), 0 a una variedad de estrategias disefiadas por el mismo patdégeno
para evadir los mecanismos protectores del sistema inmune. Cualquiera que sea
la causa, evidencias sugieren que, durante la respuesta innata del huésped, la
disminucion o alteracién de neutréfilos y macréfagos, son criticas para el
establecimiento de una severa o cronica enfermedad inflamatoria (9) (Fig. 1C).
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Fig. 1 Respuesta innata del hdesped en la salud y en la enfermedad periodontal. A) El tejido
periodontal sano es protegido de la infeccién por un continuo transito de neutrdfilos del tejido
vascular alrededor de la superficie radicular hacia el fluido crevicular. B) Respuesta inmune innata
deficiente, la falta de formacion funcional de receptores ICAM parece ser caracteristico en esta
etapa. C) Deficiente respuesta inmune innata en presencia de microorganismos
periodontopatdgenos quienes bloquean el transito de neutréfilos hacia el periodonto. Periodontol
2000. 2004;35:53-74.




MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Es aceptado que en la etiologia microbiana de la periodontitis un conjunto de
bacterias, no un solo microorganismo, estan involucradas en la infeccion.
Actualmente parece evidente que el inicio y progreso de la enfermedad periodontal
estadn relacionados con los cambios cuantitativos y caulitativos en la flora
microbiana subgingival. Socranscky et al. (10) han propuesto las siguientes
modificaciones del postulado de Koch, que identifica patégenos medicamente
serios como periodontopatégenos:

- La mayor porcién de bacterias deberan estar asociadas a periodontitis.

- La eliminacion de las células blanco resultara en el progreso de la
enfermedad.

- Debera ser elucidada la respuesta del huésped contra la bacteria blanco.

- Si es posible, debera ser demostrada la patogenicidad en modelos
animales.

- Deberan ser indicados los mecanismos Unicos de patogenicidad.

BIOPELICULA Y ECOLOGIA MICROBIANA

La biopelicula bacteriana se define como una comunidad estructurada de células
bacterianas incluidas en una matriz polimérica producidas por ellas mismas. El
habitat de los microorgariismos en las biopeliculas muestra caracteristicas unicas
bajo un rango de crecimiento. Ademas, los microorganimos de las biopeliculas
muestran superresistencia a agentes antimicrobianos. El glucocdliz, la sustancia
polimérica que constituye la matriz de la biopelicula, retarda la difusion de
antibidticos y factores antimicrobianos que produce el htiesped.

Una biopelicula es una unidad biolégica controlada en una jerarquia ecolégica.
Las poblaciones de biopeliculas tienen dos estrategias que les permiten sobrevivir
exitosamente en su comunidad. La primera es el alto rango de reproduccién para
su continuo desarrollo y su formaciéon depende directamente de la cantidad de
fuentes nutricionales. Cuando las fuentes llegan a ser escasas o las condiciones
desfavorables, la poblacién fracasa y entonces experimenta una rapida reduccion.
La segunda ventaja es la capacidad de adaptacion en situaciones de fuentes
limitadas y esto parece presentarse en las porciones profundas de la biopelicula
(11).

Los microorganismos en la biopelicula pueden expresar diferentes conjunto de
genes que su contraparte del comensal. La expresion de los genes de los factores
de virulencia, por ejemplo, pueden ser diferentes de acuerdo a sus condiciones de
supervivencia. De acuerdo con estudios en A. actinomycetemcomitans la
produccién de leucotoxinas se incrementd en condiciones anerdbicas, limitadas en
fructosa y de alta dosis de carbonato. El crecimiento Optimo de A.
actinomycetemcomitans se reporta en el rango de pH 7.0-8.0. Estos resultados



sugieren que A. actinomycetemcomitans esta localizado-en la superficie de la
placa subgingival, lugar que esta provisto de alta concentracién de carbonato y de
fluido gingival crevicular (12). Estudios en P. gingivalis han indicado que su pH
optimo de crecimiento es entre 7.0 y 8.0. Su crecimiento se acelera en condiciones
de exceso de grupos hemo, en donde muestra su actividad proteolitica maxima.
Estos hallazgos sugieren que P. gingivalis llega a ser mas virulenta cuando el
fluido crevicular inflamatorio y sangre son provistos al surco (13). En
experimentos de coagregacién entre P.gingivalis y F. nucleatum, F. nucleatum
aumenta la supervivencia de P. gingivalis cuando esta bacteria estd expuesta al
aire Varios estudios mostraron ademas que P. gingivales co-agrega con T.
denticola pero no con A. actinomycetemcomitans. T.denticola co-agrega con
Fusobacterium spp. pero no con A. actinomycetemcomitans y Actinomyces spp.
(14). Se han implicado a bacterias especificas como F. nucleatum en llevar a cabo
la transicién hacia la enfermedad, no sélo debido a la gran cantidad presente en la
gingivitis y periodontitis, sino por la facilidad de coagregacién entre bacterias
gram-positivas y gram-negativas. Estos resultados muestran que la patogenicidad
de los microrganimos es dependiente del ambiente alrededor de las bacterias y del
nicho ecoldgico en el surco y su virulencia puede variar dependiendo de los
factores ambientales.

Placa supragingival

El establecimiento de una comunidad microbiana que favorece el desarrollo de la
enfermedad periodontal inicia cuando no es mantenida la higiene supragingival.
Los microorganimos de la placa supragingival reciben nutricién de la saliva y de
los restos de alimento. Casi todos los miembros de la placa supragingival
producen fermentacién de los carbohidratos produciendo &cidos. Los acidos
productos en la fermentacién se dispersan en la placa y entonces se mueven
hacia el exterior en poco tiempo. Si las bacterias cariogénicas como Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus estan presentes en la placa supragingival, ésta
madura, la produccién de acidos se traduce en una prolongada disminucion del pH
alrededor de la superficie del esmalte. La placa supragingival es el paso inicial
para la placa subgingival. La secuencia de la formacién de biopeliculas dentro de
la cavidad oral es un proceso dinamico que consiste en que:

1. Los cocos gram positivos se unen la pelicula de la superficie del diente.

2. Los microorganimos aislados crecen en niumero y se dispersan en la superficie
del diente; (colonizadores primarios).

3. Ocurre la autoagregacion de una y otra bacteria 0 coagregaciéon de bacterias
vecinas.

4. La poblacién crece en una comunidad; sucesion primaria.

5. El microambiente del interior de la comunidad cambia de aerébico a anaerobio
facultativo.

6. El nicho ecolégico cambia y la comunidad se reorganiza; sucesién secundaria.
7. El microambiente del interior de la comunidad cambia de anaerobio facultativo a
anaerobio estricto.

8. El nicho ecolégico cambia y la comunidad se reorganiza



9. Se estable una comunidad estable de diferentes especies, que llega a un
climax. Al final de este punto, espiroquetas y microorganismos métiles pueden ser
detectados 7 dias después de establecida la gingivitis experiemental (15).

La frontera de la placa supragingival alrededor del surco periodontal provee
informacion de la iniciacién de la bolsa periodontal.

Placa subgingival

La placa subgingival puede ser dividida en tres tipos: unida, no unida, y asociada
al epitelio. La placa subgingival unida estd asociada al diente y esta
predominantemente compuesta de cocos y bacilos gram-positivos. Esta poblacion
estd condicionada a vivir en condiciones de nutricion limitada y un ambiente
estrictamente anaerdbico. La placa subgingival no unida estd asociada con la
deposicion de calculos subgingivales y caries radicular y esta predominantemente
compuesta de bacilos que se extienden hasta la frontera con la placa apical. Esta
parece ser el area mas bioactiva, debido a la larga cantidad de fluido crevicular
que se excreta por el tejido periodontal. P. gingivalis y T. denticola son los
miembros predominantes de la placa no unida, y se considera que inducen un
inflamacién acelerada. La placa asociada a epitelio esta libremente unida al
epitelio gingival, y consiste de bacilos motiles gram-negativos. Prevotella
intermedia y A. actinomycetemcomitans son los principales miembros de este tipo
de placa. La placa asociada a epitelio se considera que juega un papel importante
en la invasion al tejido conectivo (16).

La patogénesis de la enfermedad periodontal entonces es en gran parte el
resultado de la infeccidn de la placa subgingival que contiene bacterias especificas
(Fig. 2). La colonizacién bacteriana a las células del huesped es facilitado por los
factores bacterianos como las fimbrias de la superficie celular presentes en P.
gingivalis; y por los factores del htiesped como las moléculas presentes en la
saliva. Ademés, ciertas especies de patdgenos periodontales como A.
actinomycetemcomitans no solo se pueden adherir al epitelio gingival sino también
pueden invadir a las células gingivales. Los microorganismos de la placa que
persisten en los sitios de colonizacion evaden los mecanismos de repuesta
inmune del hiesped a través de la produccién de factores como leucotoxinas o
factores de supresion leucocitica. Estos microorganimos pueden destruir el tejido
periodontal a través de factores de virulencia como colagenasas y otras enzimas
proteoliticas produciendo respuestas como la resorcion ésea. En la destruccion del
tejido mediada por patégenos periodontales, los signos clinicos de la enfermedad
periodontal incluyen inflamacion gingival, pérdida de la insercion del tejido
conectivo, la formacion de una bolsa periodontal y la pérdidad del hueso alveolar
(17).
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Actinobacillus actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans es un bacteria gram-negativa, no formadora de
esporas, no motil, capnofilica, anaerobio facultativo y cocobacilar. Esta bacteria
ha sido clasificada en 6 diferentes serotipos (a-f) basada en la localizacién de la
superficie polisacarida localizada en la region O antigénica de la cadena de
lipopolisacarido (Tabla 1). La estructura se ha determinado y consiste en unidades
repetidas de disacéaridos (18,19). La presencia de A. actinomycetemcomitans en la
placa subgingival se ha asociado con la periodontitis agresiva con el serotipo b
dos veces mas prevalente que con el serotipo a. En estudios animales se ha
demostrado que el serotipo b induce la citocina proinflamatoria interleucina-6 en
esplenocitos murinos. Ebersole et al. (20) han reportado que el orden de virulencia
de los serotipos de esta bacteria son b >a >c. Los polisacaridos serotipo-especifico
se han reportado como los mayores blancos antigénicos de la respuesta inmune
de la periodontitis agresiva infectada con A. actinomycetemcomitans (21,22). Se
ha demostrado que suero de pacientes con periodontitis agresiva localizada
reconocen otros componentes de los lipopolisacaridos como lipido A y el core de
polisacéaridos a-ceto-3-deoxioctonato.

'Disacaridos Serotipo de A. actinobacillus |
‘ actinomycetemcomitans
'O-acetyl-6-deoxy-D-talosa y 6-deoxy-D- Serotipo a

talosa J
Unidades trisacaridas de L-ramnosa, D- Serotipo b

fucosa y N-acetyl-D-galactosa |
acetyl-6-deoxy-L-talosa y 6-deoxy-L- Serotipo ¢

talosa

Unidades tetrasacéridas de D-glucosa, Serotipo d

D-manosa y L-ramnosa

2-acetamida-2-deoxy-D-glucosa y L- Serotipo e

ramnosa

2-acetamido-2-deoxy-D-galactosa y L- Serotipo f

ramnosa

Tabla 1. Disacaridos presentes en los diferentes serotipos de A. actinomycetemcomitans.

A. actinomycetemcomitans posee ademas una proteina antigénica
inmunomoduladora llamada leucotoxina anclada a la membrana externa celular o
en vesiculas membranosas. Un nimero importante de estudios soportan la idea
de que los neutrofilos, las células natural killer y los leucocitos polimorfonucleares
mueren en presencia de las leucotoxinas mediante la formaciéon de poros en su
membrana celular resultando en la lisis osmética y necrosis (23). Al parecer las
leucotoxinas de A. actinomycetemcomitans induce apoptosis o necrosis de una
manera dependiente de la dosis; a altas concentraciones la toxina se une de una
manera no especifica a la membrana de la célula formando largos poros
permitiendo el rapido flujo de Ca®" y la pérdida de ATP (Adenosin trifosfato) dando
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como resultado la necrosis, mientras bajas concentraciones de la toxina se une a
proteinas especificas en células suceptibles y forma pequefios poros lo que
resulta en la pérdida del influjo de Na® y la activacion de la apoptosis.

El sobrenadante de cultivos de A. actinomycetemcomitans serotipo b se sabe tiene
gran actividad proteolitica de tipo tripsina y esto se debe a la presencia de una
serina 0 metaloproteasa de 50kDa cuyos sustratos son el fibrinbgeno y la
colagena tipo |. Ademas de la degradacion de los principales componentes del
tejido conectivo, las enzimas proteoliticas en los sobrenadantes de cultivos de A.
actinomycetemcomitans se ha reportado que degradan in vitro a las cuatro clases
de imonoglobulinas G (IgG), la IgA sérica no secretoria y la IgM.

Se ha sugerido que las fimbrias de A. actinomycetemcomitans juegan un
importante rol en la colonizacion en células debido a que las cepas de A.
actinomycetemcomitans fimbriadas tienen mayor afinidad a las células epiteliales y
a la hidroxiapatita cubierta de saliva que las cepas no fimbriadas. Las fimbrias
pueden ademas tener un rol en la invasion por A. actinomycetemcomitans en
células epiteliales gracias a la endocitosis mediada por receptor (24).
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LIPOPOLISACARIDO

Las estructuras bacterianas y los componentes extracelulares exhiben diversos
efectos en las células hluesped, finalmente siendo capaces de inducir respuestas
inflamatorias clinicamente observables en las lesiones periodontales. El
lipopolisacarido (LPS), también denominado endotoxina, es el principal
componente de la membrana externa de las bacterias gram-negativas. El LPS es
capaz de producir una estimulacién potente y pleiotrépica en células inmunes, por
ello se asume que los niveles de moléculas de lipopolisacarido en sitios
periodontalmente afectados se correlaciona con el incremento de la severidad de
la inflamacidn.

ESTRUCTURA LPS

Aunque el LPS difiere de una especie a otra, todos estan constituidos por cuatro
dominios en su estructura:
o El lipido A, que posee la actividad téxica y que incluye acidos grasos y un
grupo de aztcares fosforilados;
e El core interno de oligosacaridos;
o Elcore externoy
e Laregion polisacéarida O-antigénica (25).

Antigeno O

Core externo

Core interno

L¢]
a, Q
o

0

Lipido A

Fig. 3 Estructura del LPS. Cell Signalling 2001;13:85-94.
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Lipido A

El lipido A es una molécula muy diversa debido al nimero y tamario de las
cadenas de acidos grasos y a la presencia de residuos terminales de fosfato y
modificaciones asociadas (Fig. 4). Una gran variedad de estudios indica que el
lipido A hexa-acetilado de E. coli con cadenas de 12 y 14 carbonos de largo,
produce una estimulacién maxima en células humanas, mientras que si se altera
el namero o largo de los acidos grasos, o la carga del lipido A, puede reducirse la
magnitud de la sefal (26). El LPS de las bacterias orales tiene la misma estructura
general del lipido A, consistente en de un disacarido B-(1,6)-glucosamino
sustituido con acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados en adicién al fosfato. La
estructura completa del lipido A es solo conocida en algunas especies orales,
notablemente en P. gingivales y A. actinomycetemcomitans. Pero se sabe que
algunas son similares al lipido A de E. coli. El lipido A de algunas especies son
pobremente reconocidas por el receptor TLR4 (receptor toll-like 4). humano cuyo
denominador comun son las 4 o 5 cadenas acil, algunas de las cuales son de 16 y
18 carbonos de largo. Se piensa que la variacion del lipido A puede ser sélo una
estrategia bacteriana usada para modular la condicién en la inflamaciéon del
reconocimiento por el sistema inmune innato (27).
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Fig. 4. La diversidad en la estructura del lipido A en microorganismos gram-negativos. El color
de cada acido graso indicd diferente longitud de la cadena hidrocarbonada. Nat Rev Microbiol.
2005;3(1):36-46.
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Las bacterias gram negativas tienen mecanismos especiales involucrados en la
modificacion de la estructura del lipido A en ambientes diferentes, incluyendo los
tejidos del htesped. Estas modificaciones puede promover la resistencia a los
peptidos catidriicos antimicrobianos del huésped (CAMPs) vy alterar el
reconocimiento por TLR4. La regulacion de la estructura del lipido A en Salmonella
sugiere dos principios importantes en la patogénesis microbiana. Primero, los
microorganimos pueden sensar el ambiente del huesped, y segundo, los
microorganimos pueden remodelar su superficie para resisitir el ataque del
sistema inmune innato como son los péptidos antimicrobiales (28).

La Pho-P-PhoQ es una enzima que tiene la capacidad de modificar la estructura
del lipido A y lo hace a través de la adicion del palmitato, aminoarabinosa y
fosfoetanolamina, asi como la hidroxilacion y deacilacion de acidos grasos
especificos. Las modificaciones en el lipido A promueve la supervivencia
intracelular en macréfagos, probablemente porque se promueve la resistencia a
los péptidos antimicrobianos (26,27).

PATRON DE RECONOCIMIENTO POR RECEPTORES

Existe especificidad, debido al repertorio de los receptores y su ligando especifico
que permite una identificacion y respuesta rapida por parte del huésped. Un
cambio estructural del patrén de reconocimiento del receptor representa una
manera de que el huésped use un reconocimiento molecular para distinguir entre
estructuras propias y estructuras microbianas. En adicién, diferencias especificas
estructurales son clave en la activacion celular a componentes bacteriales como el
LPS.

LPS se une a la proteina CD14

Se ha demostrado que el LPS activa a una gran variedad de células de una
manera dependiente del receptor CD14. La union a CD14 ocurre posterior al
complejo formado por el LPS y una proteina plasmatica conocida como LBP (LPS-
binding protein). LBP es una proteina que se produce en el higado y que circula en
el torrente sanguineo mientras reconoce y forma un complejo de alta afinidad con
el lipido A del LPS. Esta proteina convierte las micelas oligoméricas del LPS a un
monomero para entregaria 2 CD14 (29) . Se sabe que CD14 es una glucoproteina
de 55 kDa presente en forma soluble (sCD14) o como una proteina
glucosilfosfatidilinositol (GPI) anclada a la membrana (mCD14) sin un segmento
transmembranal (30). El papel de LBP y CD14 en la activacion por LPS de
monocitos y macrofagos se ha demostrado tanto bioquimica como genéticamente.
Anticuerpos anti-CD14 bloqguean la activacion de macrofagos por LPS dependiente
de LBP (31). La sobreexpresion de CD-14 humano en ratones transgeénicos
provoca en estos ratones hipersensibilidad a LPS, debido a la susceptibilidad de
shock por endotoxina (32). Sin embargo, la ausencia de un segmento
transmembranal en la uniéon de CD14 a la superficie celular sugiere que CD14 no
es el receptor de sefalizacion intracelular de los LPS.
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Receptores TLR

El primer miembro de un grupo de proteinas involucradas en el reconocimiento a
patdogenos que induce una respuesta inmunolégica innata se describid en
Drosophila (33). Este grupo de proteinas dominados Toll presentan en la region
extracelular un dominio rico en leucinas (LRR) y un dominio rico en cisteina; y la
region intracelular es homéloga a la region citoplasmatica del receptor a
interleucina-1 (TIR) de mamiferos (34).

A la fecha se han identificado hasta 10 homologos de receptores Toll en células
humanas y son referidos como TLRs (receptores toll-like). Al TLR2 se le ha
implicado en la respuesta a LTA (acido lipoteicoico), lipoproteinas, fimbrias y
peptidoglucanos; TLR3 en respuesta a doble hebra de RNA (dsRNA); TLR4 en
respueta a LPS; TLR9 en respuesta a DNA. TLR-1 y TLR-6 se ha reportado que
actuan sinérgicamente con el TLR2, aparentemente formando heterodimeros.
Otros receptores TLR permanecen sin caracterizarse en relacion a su funcion.

El dominio LRR en los TLRs contienen de 20 a 29 aminoacidos (35,36). El
dominio citoplasmatico TIR se encuentra asociada a una proteina adaptador
MyD88 vy tiene una alta similitud con el dominio citosolico del receptor de
interleucina 1 (IL-1R). La unién del ligando al dominio extracelular de los TLR inicia
una cascada de sefializacion intracelular que produce finalmente la activacion de
el factor nuclear de transcripcion, NFkB, e incrementan la activacion de citocinas
pro-inflamatorias (37).

Se sabe que los receptores TLR se expresan en un nimero importante de tejidos
y en una variedad de tipos celulares que incluyen monocitos, células endoteliales,
fibroblastos, osteoblastos y células dendriticas (38).

TLRy LPS

Se sabe que varias moléculas forman complejos con los receptores TLR en la
membrana de las células hlesped. Estos incluyen CD14, el factor MD-2 y la
molécula adaptadora de diferenciacion mieloide 88 (MyD88); aunque también se
ha descrito una via independiente de MyD88. CD14 parece unirse a LPS vy
subsecuentemente presentario a MD-2 y TLR4. La region esencial de CD14 se
mapeo por Muroi et. al., e incluye los aminoacidos 35-44, 144-153, 235-243 y
270-275, aunque ninguna de estas regiones actian directamente con la
asociacion a TLR4.

MD-2 actta como una proteina adaptadora. Palsson-McDermott et al. (39)
demostraron que el LPS se une a MD-2, la cual se asocia con TLR4 via la region
LRR. Con estudios de inmunoprecipitacion se demostré la unién directa del lipido
A al complejo MD-2/TLR4. Y aungque el CD14 no es necesario para la interaccion
de LPS con el MD-2 soluble, mCD14 si es necesaria para que LPS se asocie con
el complejo MD-2/TLR4. Como no se ha demostrado una interacciéon directa de
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CD14 con el complejo de sefializacion, entonces se refuerza la idea que el papel
principal de CD14 es cargar al LPS en el complejo MD2/TLR4, y que la union
directa de CD14 al complejo de receptor es de poca importancia.

MyD88 estd compuesta por un dominio TIR en la regién C-terminal, el cual es
separado mediante un “linker” corto de un dominio de muerte N-terminal (DD).
Este DD esta relacionado a un motivo de 99 aminoacidos que fueron originalmente
definidos como la region de similitud entre la cola citoplasmatica de los receptores
FAS y TNF (factor de necrosis tumoral) requeridos para la induccién de apoptosis.
La region DD media la interaccién proteina-proteina a través de otra secuencia
DD. Este es un mecanismo utilizado por varios complejos de sefializacion para
inducir respuesas como citotoxicidad, activacion de proteinas cinasas activadas
por mitdbgeno (MAPK) y activacion de factores de transcripcion como el NF-xB. En
un principio se demostr6 que MyD88 se asociaba con IL-1R (receptor de
interleucina-1) tipo | (IL-1RIl) a través de su dominio TIR y posteriormente se
mostré que ocurre también con TLR4. Cuando se llevaron a cabo estudios con
ratones MyD88™ se reveld que existen las vias de sefializacién de TLR4
dependientes e independiente de MyD88.

Se ha descrito una segunda molécula adaptadora, Mal, en la via de sefializacion
de TLR4. En estudios donde se utilizaron ratones Mal-knock out se probd que Mal
es esencial para, y actua junto con, MyD88. Mal actua para formar dimeros con
MyD88. Ademas se mostroé que esta diferencialmente involucrada en sefializacion
por diferentes TLRs y se piensa que provee especificidad en los eventos
“downstream” de los diferentes receptores.

Un modelo reciente de la via de sefializacién en respueta a LPS establece que
LPS se une, con ayuda de CD14 a MD-2 y TLR4. Esto induce homodimerizacion
de TLR4, el cual a la vez recluta MyD88 y Mal al complejo del receptor. Al parecer
la sustitucidon de una prolina e histidina en el aminoacido 712 en el dominio TIR del
TLR4 produce un efecto dramatico en la interaccion entre TLR4 y MyD88/Mal
inhibiendo la habilidad del receptor para producir una sefal (40).
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VIiAS DE TRANSDUCCION

“‘Downstream” de los eventos de activacion de la via dependiente de MyD88 se
lleva a cabo la activacion de NFxB. El modelo de activacion de NFxB inicia con la
asociacion de la IRAK-1 (cinasa asociada al receptor de IL-1) e IRAK-4 con el
complejo del receptor. La autofosforilacién de IRAK-1 ocurre en dos pasos, dando
lugar a la hiperfosforilacion de IRAK-1, la cual causa disociacion del complejo de
receptor y asocia a IRAK con vy el factor asociado al receptor TNFa (TRAFG).
TRAFG6 entonces se activa y se asocia con TAB-2, que activa a la MAPK cinasa
TAK-1 (cinasa activada por el factor de crecimiento transformante). TAK-1 actua
como un activador comun de NFkB, asi como de la via de MAPK (Fig. 5) (41).

La cinasa regulada por sefial extracelular (ERK1/2), las cinasas amino terminal c-
Jun (INKs), y p38 son miembros especificos de la “down” regulacion de la familia
de las proteinas cinasas MAPK, un grupo de serina-treonina cinasas. MAPKs son
activadas por una familia de cinasas especificas (MAPKK), que fosforila a MAPK
en residuos especificos de treonina-tirosina (43).

Muchos estudios han demostrado que LPS activa ERK1/2 en monocitos-
macréfagos. Los dominios de cinasa de ERK1/2 tienen un motivo TEY que se
fosforila y de esta manera se activa. Se ha sugerido que dicha activacion se lieva
a cabo de una manera dependiente de Ras y Raf-1 (42), apoyando la importancia
de la via Ras — c-Raf (MAPKKK) - MEK1/2 (MAPKK)— ERK 1/2 (MAPK) en la
expresién de citocinas proinflamatorias por la estimulacion de LPS (45).

Hambleton et al. (44) demostraron que LPS activa la via de JNK, otro de los
miembros de la familia de MAPK, en células THP-1 y RAW 264.7. De una manera
similar a los motivos TEY de ERK 1/2, las JNK cinasas tienen un motivo TPY en
su dominio cinasa y son activadas por fosforilacion. “Upstream” de la via de JNK
se sabe que participan, MKK4 (MAPK cinasa, cinasa 4) y MKK7. Ahora bien, los
factores que se encuentran “downstream” de la via de JNK, son los factores de
transcripiciéon c-Jun, c-Fos, ATF-2 (factor de transcripcién activado-2) y SRF
(factor de respuesta sérica), los cuales regulan la activacion de varios genes que
participan en la respuesta inflamatoria (46).

Por udltimo, p38 localizada dentro de la tercera via de MAPK, se sabe esta
involucrada en macréfagos estimulados con LPS. Consistente con las vias de
MAPK descritas, la via de p38 ademas contiene motivos TGY en sus dominios de
cinasa. Inhibicion de la via de p38, previo al tratamiento con LPS, decrece la
produccion de IL-1qa, IL1ra y TNF-a (factor de necrosis tumoral «) apoyando la
importancia de esta via en la sefializacién inflamatoria. Se sabe que muchas
MAPKSs estan involucradas en la activacion de la via de p38 MAPK como MKK3 y
MKKG6 (45). Una vez fosforilada p38, activa varios factores de transcripcion que
incluyen a ATF-2, Elk-1, c-Jun, SRF y NF-xB (46).
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Fig. 5. Activacion de las vias de transduccién en respuesta a LPS en donde se lleva a
cabo la activacién de factores de transcripcion y la expresion de moléculas efectoras.
Periodontol 2000. 2004,35:53-74.

Xianwu, et al. (47) demostraron que la via de PI3K (cinasa 3-fosfoinositido) se
activa en respuesta a LPS en células endoteliales en donde participan las
moléculas adaptadoras de TLR4: MyD88 e IRAK-1. PI3K es una clase importante
de cinasas de lipidos que cataliza la fosforilacién de fosfoinositidos en el hidroxil 3-
D del anillo de inositol, generando Pl 3-fosfato , Pl 3,4-bifosfato (PIP2) y Pl 3,4,5-
trifosfato (PIP3). Se ha propuesto un modelo en el que estos productos lipidicos
activan al siguiente blanco principal AKT (o proteina cinasa B, PKB), quien se
ubica “upstream’ de la cinasa p70 S6. La activacion de AKT ocurre mediante la
fofosforilacion, sensible a wortmanina, de los sitios Thr 308 y Ser 473 que
provocan la traslocacion de la cinasa a la membrana. La cinasa responsable de la
fosforilacion en Thr 308 es PDK-1 (proteina cinasa 1 dependiente de Pl 3,4,5-
trifosfato). AKT parece tener un rol importante en procesos de inflamacién (48).
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La estimulacion por LPS induce una fosforilacion rapida de proteinas en residuos
de tirosina. LPS activa diferentes isoformas de PKC mediante la via dependiente
de PI3K (49). La superfamilia de PKC comprende 12 distintas proteinas cinasas,
las cuales estan subdivididas en 3 subfamilias de acuerdo a su perfil de activacion:
PKCs convencionales (o, Bl, Bll, y), PKCs nuevas (8, ¢, 1, 0), las PKCs atipicas (¢,
A) y la mas distancidas PKCuw/PKD y PKCv. El papel del diacilglicerol (DAG),
fosfatidilserina y Calcio en la activacion de PKC ha sido ampliamente estudiado.
Varios laboratorios en ensayos in vitro han reportado que varias PKC son
activadas tanto por Pl 3,4-bifosfato como por Pl 3,4,5-trifosfato. Se sabe que las
PKCs convencionales (cPKCs) como la PKCBII son fosforiladas por PDK-1 de una
manera independiente de Pl 3,4,5-trifosfato. La fosforilacidn se requiere para
hacer una PKC cataliticamente competente pero no significa, por si misma, la
activacion de la enzima. El paso critico para la activacion de las cPKCs es la union
de DAG a la membrana plasmatica, llevando a cabo la liberacion del sitio activo
ocupado por el dominio pseudosustrato autoinhibitorio (50). Asi es que, diferentes
PKCs tienen la habilidad de mediar respuestas dependientes e independientes de
PI3K.

La estimulacién por LPS de macréfagos y monocitos activa varios genes entre los
que se encuentran los que codifican para mediadores inflamatorios como citocinas
y quimiocinas. Hasta la fecha, los genes mejor estudiados expresados en
monocitos-macréfagos en respuesta a LPS son: TNFq, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, IL-
2Ra, p50, c-Rel, Egr-1, e IkBa (51).
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OXIDO NITRICO SINTASA

Existen tres isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS) en tejidos de mamiferos y
todas median la oxidaciéon de L-arginina a L-citrulina con la consecuente
produccion de o6xido nitrico (NO). Dos isoformas aisladas a partir de neuronas
(nNOS) y células endoteliales (eNOS) son constitutivamente expresadas y
reguladas a un nivel postraduccional (52). Uno de los mecanismos de la activacion
de estas isoformas de NOS involucra la union de calmodulina seguida del
incremento de los niveles de calcio intracelular (53). La tercera isoforma, la NOS
inducible (iNOS), esta regulada predominantemente a nivel transcripcional y es
independiente de calcio (54). Esta puede ser expresada por citocinas
inmunoestimulatorias y productos bacterianos en una gran variedad de células
incluyendo macréfagos, células vasculares del musculo liso, células renales,
cardiacas, condrocitos, osteoclastos, hepatocitos y fibroblastos.

lLas isoformas NNOS e INOS se encuentran de manera soluble, mientras eNOS
esta unida a la membrana y cuyo extremo N-terminal estda miristoilado. El 6xido
nitrico derivado de eNOS parece ser un regulador homeostatico de varias
funciones esenciales de la mucosa intestinal y de la permeabilidad microvascular y
epitelial. (Tabla 2)

Las tres isoformas de NOS (neuronal, endotelial e inducible) son flavoproteinas
que contienen tetrahidrobiopterina (H4B) y un grupo hemo.

Se ha sugerido la existencia de una isoforma diferente, la NOS mitocondrial
(mtNOS) que es Ca®* dependiente, y su relevancia bioenergética de la mitocondria
se ha reportado en tejido de rata, timo, musculo esquelético y corazén. Durante la
entrada de Ca®* a la mitocondria, mtNOS se estimula, y produce peroxinitrito
(ONOO) vy Ca®" es subsecuentemente liberado de la mitocondria, lo que sugiere
un mecanismo de prevencién de una sobrecarga de Ca®* en la mitocondria (55).

| eNOS nNOS INOS
' Originalmente | Células endoteliales Neuronas Macrofagos
se obtuvo de:
'Gene que las | NOS3 NOS1 NOS2
. codifica:
Mecanismo Mecanismo dependiente | Dependiente de Ca2’ | Independiente de
de de Ca2* (Ca-calmodulina). Ca2"; regulacién a
regulacion: Independiente de Ca2” nivel transcriptional
(fosforilacion,
| palmitoilacion)
Localizaciéon |Aparato de Golgi Citosol, reticulo Fagosomas
subcelular: Caveolas Plasmalemmal |endoplasmico,
sarcolema, caveola
(caveolin 3)
Densidades
postsinapticas

Tabla 2. Caracteristicas de las tres isoformas de las 6xido nitrico sintasas. J Physiol and
Pharrma 2003;54(4):469-487.
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OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE

La proteina iINOS se purificé por primera vez de macréfago de ratéon. Diversos
estudios han demostrado que iINOS es una de las enzimas mas complicadas tanto
en estructura como en regulacion y contiene varios cofactores. Los cofactores que
participan en la sintesis de NO son: NADPH (nicotidamin adenin dinucledtido
fosfato), FAD (flavin adenin dinucleétido), FMN (flavin adenin mononucleotido),
tetrahidrobiopterina (H4B), y calmodulina (CaM). Esta enzima consiste en un
proteina bidominio, su extremo C-terminal actlia como un dominio reductasa que
contiene el sito de union a NADPH, FAD y FMN; este dominio se une mediante el
sitio de reconocimiento a CaM al extremo N-terminal de la enzima, que actia
como un dominio oxigenasa que contiene el sitio de union para el grupo hemo,
H4B y L-arginina (56). El FAD es el primer aceptor de electrones provenientes del
NADPH; FMN transporta los electrones del FAD al grupo hemo del dominio
oxigenasa. La calmodulina induce un estado conformacional, el cual es necesario
para la transportacion de electrones del NADPH al grupo hemo (57). Se piensa
que H4B tiene un papel redox en la catalisis de iINOS en el cual HsB"* unido, dona
un electrén al grupo hemo, formando H4B™ el cual regresa al estado reducido H3B-
para aceptar un electron del grupo flavin del dominio reductasa (58). El grupo
hemo pasa de férrico a ferroso al recibir a un electrén. La forma ferrosa entonces
une oxigeno formando el complejo oxi estable (Fe**0,) (61). Durante la sintesis de
NO, la arginina y el intermediario N-hidroxi-L-arginina (NOHarginina) se ubican
paralelos en el plano hemo, con el grupo guanidion interaccionando con el
complejo Fe?*O, lo que produce la insercién del oxigeno a la L-arginina. En la
estructura de la iINOS murina, en el dominio oxigenasa, el grupo guanidion
contribuye con dos puentes de hidrégeno hacia el oxigeno de Glu 371 (Glu 377 en
la INOS humana) y una unién se produce con el grupo carbonilo del Trp 366,
posicionando al sustrato sobre el grupo hemo (59).

La enzima iNOS parece estar activa solo en su forma dimérica. La dimerizacién
creada entre dos dominios oxigenasa de la enzima es uno de lo pasos requeridos
para la conversion a una forma activa. La dimerizacién se inicia por la insercion del
grupo hemo, resultando en cambios conformacionales rapidos. El grupo hemo se
esconde en el interior de la enzima y hace posible interacciones de tipo van de
Waals con sitios hidrofébicos y alifaticos (61). HsB, asi como la L- arg|n|na
promueven yl/o estabilizan la forma dimérica. La incorporacién de Zn** a la
interfase del dimero puede proveer estabilizacion adicional. (Fig. 6).
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Fig. 6. Estructura de iNOS. 1. El dominio reductasa que tiene los cofactores NADPH, FAD
y FMN. 2. El dominio de unién a CaM. 3. El dominio oxigenasa que tiene el locus de union
al grupo hemo, L-argininay H4B. Life Sci. 2004;75(6):639-653.

REGULACION DE LA EXPRESION DE iNOS: ViA DE TRANSDUCCION

La expresion de iINOS en macrofagos es primeramente regulada y modulada por
receptores celulares como los receptores TLR y CD14. El conocimiento de la via
de sefalizacion involucrada en la relacion de la expresion de iINOS vy la produccion
de NO es un area de investigacion activa. Dil et al. (62) observaron que en
macrofagos-K, donde existe gran expresion de TLR4, es mayor la induccién de
iINOS vy la produccién de NO por LPS que en los macréfagos GB2 donde la
expresion de TLR4 es pobre. Estos datos concuerdan con los resultados
obteriidos con fibroblastos gingivales humanos donde la expresion de INOS en
respuesta a LPS es a través del receptor TLR4 (62). Varias cinasas se han
implicado en la regulacién de iINOS en diferentes tipos celulares. Cinasas como la
proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) vy las
proteinas tirosin cinasas (63). Estas cinasas pueden activar a su vez a otras
cinasa que se encuentran debajo de la cascada de sefializacién, como la familia
de las MAPK (64). Bhat et al. (65) examinaron el papel de ERK y p38 en la
expresion de NO por LPS en células primarias de la glia. Ellos demostraron que la
inhibicion de MEK1-ERK y p38 suprime la produccion de NO y la expresion de
INOS en células tratadas con LPS, evento que ocurre igualmente en macréfagos
(66). Chan et al. (67) demostraron que ademas la via MKK4-JNK estaba
involucrada en la expresion de iINOS vy la produccion de NO con la estimulacion de
LPS mas IFN-y (interferon y), sin embargo ellos encontraron que p38 inhibe la
induccion de iINOS con estos mismos estimulos en la subclona de macréfagos
RAW 264.7yNO(-). Por otro lado, se sabe que la activacién via PI3K de AKT, una



treonina-serina cinasa, por LPS esta involucrada en la induccion de iNOS a través
de NFkB en células del masculo liso (68). Sahl et al. han propuesto que la via de
P13-K/AKT/cinasap70S6 esta involucrada en la produccion de NO por LPS en
celulas RAW 264.7. Ellos describen un mecanismo en donde PI3K regula FRAP
(proteina dependiente asociada a FKBP12-rapamicin) y que FRAP o algun otro
efector es responsable de la fosforilacion y consecuente activacién de iNOS (69).

Secuencias del promotor de iNOS y factores de transcripcion

A partir de que se ha clonado el gene de raton de iINOS, la regulacion
transcripcional de iINOS se ha investigado extensamente. Se ha sugerido que
varios factores de transcripcién participan en la expresion de iINOS en respuesta a
LPS, como el activador de proteina-1 (AP-1) y la proteina de unién al elemento
responsable de cAMP (CREB). Lee, et al. (70) demostraron ademas que AP-1
(Fra-1 y Jun B), fosfo-CREB y NFxB (p50 y p52) sirven como factores de
transcripcion para la regulacion de la expresion del mensajero de iINOS cuando
las células del glioma son estimuladas con LPS y TNF-a. Las secuencias de los
promotores de iINOS de diferentes especies exhibe homologias con los sitios de
union de varios factores de transcripciéon como C/EBP (proteina de unién al caja
enhancer CCAAT), IRF-1 (factor-1 regulatorio de interferon), NF-IL6 (factor nuclear
IL6) y Oct-1 (factor-1 octamérico), los cuales se han involucrado en la induccion de
la transcripcién de INOS mediada por LPS y citocinas (71,72). Aunque parece que
NFxB es el blanco central de los activadores e inhibidores de la expresion de
iNOS (73). Los promotores de todas las especies investigadas contiene una caja
TATA de cerca de 30bp del sitio del inicio de transcripcion. Los promotores de
raton de iINOS contiene dos regiones transcripcionales regulatorias, un enhancer
y un promotor basal. Una regién proximal en —48 a —209pb funciona como el
promotor basal. Esta region contiene un sitio NFxB. La regién distal (-913 a —
1029pb) funciona como un elemento enhancer y responde a LPS y a INFy a través
de NF«B e IRF-1 (74). En ensayos de Supershift se ha demostrado que IRF-1 es
un componente del complejo de proteinas que se une al promotor de INOS en la
posicion —913 a —923 después del tratamiento con IFN-y.

En particular, los sitios de NFxB son esenciales para la regulacién del gen humano
de iINOS. Se ha observado que la continua activacion de NFxB produce la
expresion sostenida de INOS. Taylor et al. (75) reportaron 5 sitios de union de
NFxB en la regiéon promotora de iINOS humano entre las posiciones -5.2 y -6.5
kb. y el motivo NFkB en la regién —-5.8kb resultdé ser el mas importante en la
induccion de la expresion de iINOS por citocinas.

El estado estacionario de los niveles del RNA mensajero (RNAm) de iNOS
depende de su sintesis, estabilidad y degradacion. La region 3'UTR que no es
traducida del mensajero de iINOS contiene una secuencia rica en AU que lo
estabiliza. La exposiciéon de las células al factor de crecimiento transformante B
(TGFB) inhibe la inducidon de iINOS porque causa la desestabilizacion del
mensajero de iINOS. Este efecto postranscripcional de TGFp puede ser mediado
via modificacion de IRF-1 a iravés de nucleasas actuando en la secuencia rica en
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AU. Ademas, la PKC-a juega un papel esencial en la estabilizacion del mensajero
de iNOS en células pancreaticas . La estabilidad del RNAm iINOS se aumenta por
la elevacion de los niveles de AMPc (adenosin monofosfato ciclico) intracelular,
pero se reduce por el incremento de Ca®".

OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico es una molécula de sefalizacion intracelular e intercelulares
importante que regula diversos mecanismos fisiolégicos y fisiopatolégicos. Puede
actuar como un mediador bioldgico del sistema nervioso, tiene la capacidad de
regular la presién sanguinea en el sistema vascular y es un importante efector en
la defensa del huésped en el sistema inmunologico pues presenta actividad
antimicrobiana, antiviral y antiparasitaria (84). Pero por otro lado, el dxido nitrico es
un radical libre de oxigeno (NO) que puede actuar como un agente citotoxico en
procesos inflamatorios.

El éxido nitrico es una molécula que difunde libremente en las células desde el
sitio de formacion hasta el sitio de accion. La biosintesis del 6xido nitrico
empleando L-arginina y oxigeno molecular, requiere la presencia de NADPH como
un donador de electrones y el grupo hemo, FMN, FAD y H4B como cofactores. La
reaccion global consiste en dos pasos oxidativos de L-arginina a L-citrulina via el
intermediario: NOHarginina.

HN  NH,* H,N  N-OH H.N O
Y \(
NH NADPH 1/2 NADPH
NH _ W2 NADPH NH + N—o
0, O: ( Oxido Nitrico
N /L
H,*N COO H.*N COO- Hy'N CQO
. N-hidroxi-L- . .
L-Arginia arginia L-Citrulina

Fig. 7. Reaccién de la sintesis de dxido nitrico a partir de L-arginina. Durante la reaccion
1.5 moléculas de NAPDH son usadas como donador de electrones y NOH -arginina es
generado como un intermediario. Life Sci. 2004,75(6):639-653.



La produccion de NO puede inducir un efecto protector o de dafio celular. Por
ejemplo, mientras que bajas concentraciones fisiolégicas de NO pueden inhibir la
apoptosis, altas concentraciones pueden causar muerte por apoptosis y, en el
sistema nervioso, dafio neurodegenerativo (77,78).

Los efectos producidos por NO pueden dividirse en acciones de tipo directas o
indirectas. Las reacciones directas son todas aquellas en las cuales el NO
interacciona directamente con un molécula biolégica o blanco, mientras que
reacciones indirectas ocurren cuando la molécula efectora final es generada por la
interaccion del NO con una especie reactiva de oxigeno (79).

En las reacciones de tipo directo el NO puede interaccionar con proteinas que
contienen metales o con radicales libres organicos. La interaccion directa de NO
con metales ocurre in vivo primeramente con hemo-proteinas. La méas notable de
estas reacciones es la reaccion con guanilato ciclasa, que lleva a cabo la
formacién de cGMP, esta molécula en turno activa las proteinas cinasas
dependientes de cGMP quienes juegan un papel regulatorio y antiinflamatorio.
Varios estudios sugieren que el NO modula reacciones de oxidacion catalizadas
por hierro actuando como un quelante de hierro (80). In vitro, en el sistema
vascular, puede ser desplazado al reaccionar con oxihemoglobina, de esta manera
se previene la generacion de metabolitos oxidantes del NO, sugiriendose que el
NO puede tener una remarcada capacidad antioxidante . Asi mismo, se puede unir
al grupo hemo-fierro de la enzima INOS e inhibir su activacibn a nivel
postraduccional en ausencia de inductores tales como citocinas y/o LPS. La union
del NO a una NOS constitutiva puede inhibir también su actividad lo que sugiere
que puede actuar como un modulador negativo a través de su interaccion con la
region de unién a hemo (81).

En contraste, los efectos indirectos del NO derivan de las interacciones entre el
NO y O; o Oy, las cuales dan origen a estrés oxidativo y nitrosativo. Bajo
condiciones normales, es convertido a nitrito (NO3’) y nitrato (NO3").

La interaccion del NO con O lleva a cabo la auto oxidacidén del NO vy la formacién
de triéxido de dinitrégeno (N2O3) el cual es un agente de nitrosilacién. En adicion a
N2O3 se forma otro intemediario: NO5 .

4NO + Oy—» 2N,05-22120 o ANO, + 4H*

Se ha demostrado que NOj;, N-nitrosila a una gran variedad de blancos
biolégicos, como compuestos de amino, para producir nitrosaminas
potencialmente carcinogénicas. Esto podria contribuir al conocimiento de la
asociacion entre inflamacion crénica y transformacion maligna. Por otro lado, la S-
nitrosilacién de ciertos tioles por N,O; da lugar al aumento en los aductos
nitrosotioles. Estos aductos se sugiere que son los responsables de procesos
inflamatorios y fisiolégicos, como es la regulacion de flujo sanguineo, inhibicion de
la adhesion de neutrofilos y la modulacion de la produccion de citocinas.
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La otra via involucra O, . Se sabe que O; y NO interaccionan rapidamente para
producir un potente oxidante citotéxico, el peroxinitrito (ONOO"). En la reaccién no
se muestra el intermediario nitrosoperoxicarbonato que se forma durante el
consumo de ONOQO™ quien a su vez da origen a los radicales NOyy COj3’:

NO + O, —» ONOO £92___ L NO;-

El peroxinitrito reacciona con proteinas, lipidos y DNA, y es un potente iniciador de
la ruptura de la cadena de DNA. Esto Gltimo es un estimulo para la activacion de la
enzima nuclear poly-ADP ribosil sintasa (PARS). La via de peroxinitrito-PARS
puede contribuir al dafio celular en un nimero de condiciones fisiopatolégicas. El
peroxinitrato se sabe ademas que puede inhibir la respiracion mitocondrial y dafar
a un gran numero de componentes mitocondriales via reacciones de oxidacion.

Ademas en la reaccion se forma NO,  por la descomposicion de ONOOH, la cual
es menor a niveles fisioldgicos de CO,. El O, esta disponible intracelularmente. El
O, esta encerrado en muchas celulas en el citosol y en la mitocondria y se
produce durante la respiracion celular. La concentracion de O, se disminuye
gracias a la superoxido dismutasa, lo que representa otra ruta de consumo de O,
(82).
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Fig. 8. Papel del éxido nitrico en la respuesta del huésped. Immunology. 2004;113(4):427-
437.



La presencia de metabolitos oxidantes de NO puede ademas inhibir la actividad de
enzimas antioxidantes tales como la glutatiéon peroxidasa y reducir los niveles de
antioxidantes celulares como acido ascorbico, acido Urico y tioles plasmaticos. Los
compuestos de nitrogeno reactivo y ONOO™ pueden ademas modular algunas
enzimas en el proceso inflamatorio y en funciones vasculares, incluyendo la
produccion de prostaglandina endoperoxidasa sintasa, citocromo P450 y el
metabolismo de 5-lipoxigenasa.

REGULACION DE iNOS/PRODUCCION DE NO

Existen varios reportes que describen la regulacién de la actividad de iNOS por
interaccion con otras proteinas, por la reduccion por arginasas de la disponibilidad
de arginina, por regulacién de la entrada de arginina o por la concentracion de
cofactores esenciales como BHy (83).

Recientemente se ha descubierto que algunos compuestos como dexometasona y
salicilato de sodio son efectivos en modular la traduccién del RNAm de iNOS.
INOS puede fosforilar a elF-2a el cual esta relacionado en la sintesis de proteina a
nivel traduccional (84). La reduccién en la sintesis de proteinas resulta en la
reduccion de la actividad de iINOS. Esta regulacién es otro paso importante en la
“down’regulacion de la produccion del NO por iNOS.

La regulacién postraduccional de la sintesis del NO es importante en el control de
la viabilidad de la proteina produciendo efectos en la estabilizacién, dimerizacion,
fosforilacién, unién del cofactor y la viabilidad de los sustratos como Oz y L-
arginina.

El incremento o bloqueo de la proteina de iINOS es otro mecanismo regulatorio
postraduccional. TGF-$ incrementa la degradacién de la proteina de iNOS asi
como disminuye la estabilidad y traduccion del RNAm de iNOS. El efecto que tiene
TGF-B en la proteina puede ser mediado indirectamente por proteasas. La enzima
iINOS es degradada bajo el control directo de la via del proteosoma (85).
Lactacistin, un inhibidor del proteosoma, previene la induccién de iINOS mediante
el bloqueo de la degradacion de IkB a un nivel transcripcional y ademas bloquea la
degradacion de iINOS de la degradacién enzimatica por proteasas a un nivel
postraduccional. La proteasa calpaina juega un papel importante en la
degradacién de iNOS (86).

Kalirin es un compuesto que tiene efectos neuroprotectivos y parece inhibir a iNOS
previniendo la formacién del dimero. Ademas, otras proteinas inhiben la
dimerizacion como por ejemplo la proteina asociada a la 6xido nitrico sintasa
llamada NAP 110. Imidazoles antifingicos pueden prevenir la dimerizacién de
iNOS (87).
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La biosintesis del NO es controlada a nivel traduccional y postraduccional. La
sintesis del NO puede ser regulada por su sustrato; la L-arginina, y por los
cofactores; los grupos hemo, H4B y el donador de electrones NADPH. La
sobreproduccion de NO por NOS depende en la concentracion intracelular de L-
arginina. En macréfagos, CAT1 y CAT2A, las proteinas de transporte de
aminoacidos cationicos “up” reguladas por la estimulaciéon de LPS, incrementa la
entrada de L-arginina. Ademas, en macréfagos, la estimulacién de LPS puede
generar arginina a partir de citrulina debido a la induccion de arginosuccinato
sintasa, la enzima limitante en el ciclo de citrulina-NO. Ademas, LPS activa
arginasas que degradan la arginina a urea y ornitina, potencialmente limitando la
produccion del NO, aunque el valor de la Km para la arginina por la arginasa es
mucho mas grande que su valor de Km para iNOS (88,89).

La sintesis del NO se regula via la subunidad hemo. El CO inhibe la sintesis de
NO mediante la coordinacién del grupo hemo-hierro. Esta reaccién es importante
en regular la produccién del NO por hemo oxigenasa (HO), la enzima que cataliza
la conversiéon de hemo en biliverdina, CO, y radicales libres. NOS puede unir NO
como su sexto ligando en su estado férrico o ferroso en su grupo hemo-fierro
proviendo una regulaciéon de “feedback” negativa. La disociacion del complejo
Fe®-NO compite con su reduccion a la estructura Fe?*-NO para inhibir la
activacion de iNOS (90).

La sintesis de NO puede ser regulada via H4B, esencial para la catalisis de NOS.
Guanosina fosfato ciclohidrolasa, la enzima clave para la sintesis de H4B, es
inducida o suprimida por citocinas particulares. Otra enzima que produce H4B es la
fenilalanina hidrolasa, la cual cataliza la conversion de fenilalanina a tirosina, pero
tiene poco impacto en la actividad de iNOS (91).

La sintesis de NO puede ser regulada por modificaciones de fosforilacién, aunque
la idea de una regulacién fisiolégica de la enzima no estd clara, se han
demostrado modificaciones de iINOS por tirosin-cinasas. Estas modificaciones
pueden ser importante para la localizacién y funcién de la enzima (92).
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JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal se origina por la acumulacién de bacterias en el
margen dentogingival. Se sabe que entre los agentes causales de la periodontitis
esta el LPS de las bacterias gram-negativas como A. actinomycetemcomitans (Aa)
y P. gingivalis (Pg) (93,94).

El 6xido nitrico se piensa que tiene un importante papel en la patogénesis
de la enfermedad inflamatoria periodontal como lo tiene en otras enfermedades
inflamatorias. La sobreproduccién de NO ha sido demostrada en la enfermedad
periodontal (95). Se sabe que el LPS de Aa produce oxido nitrico a través de
iINOS en macréfagos y se cree puede ser la causa del dafio del tejido periodontal,
pues empleando anticuerpos anti-iNOS la distribucion de la enzima es mayor en el
tejido inflamado en comparacién al tejido no inflamado, en donde la presencia de
la enzima es escasa (96). Se sabe que diferentes activadores o inhibidores
inducen, aumentan o inhiben la expresién de iINOS y la correspondiente
produccion de NO por la activacion o bloqueo de una gran variedad de vias de
sefalizacion, afectando la respuesta inflamatoria de un tejido.

Todavia es desconocido el mecanismo homeostatico de las células del
tejido periodontal que puede ser importante en el progreso de la periodontitis, por
lo cual consideramos que la expresion de iINOS y la produccién de moléculas
como NO necesitan ser revisadas. Conocer las vias de transduccién que activa el
LPS en los fibroblastos gingivales humanos es de suma importancia, ya que los
eventos intracelulares que activan las estructuras de microorganismos
periodontopatégenos como el LPS de A. actinomycetemcomitans y las respuestas
celulares que éstos generan como la expresion de iNOS y la produccién de NO
ayudaran a esclarecer el origen de la periodontitis.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe produccion de 6xido nitrico y expresion de iNOS en fibroblastos gingivales
tratados con LPS de A. actinomycetemcomitans? ;Cuales son las sefales
intracelulares que se activan al tratamiento de fibroblastos gingivales humanos con
LPS de A. actinomycetemcomitans para la expresion de iNOS y la produccion de
oxido nitrico?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer la via de transduccion para la produccion de oxido nitrico y la
expresion de la enzima oxido nitrico sintasa posterior al tratamiento de los
fibroblastos gingivales humanos con lipopolisacarido de Actinobacillus
actinomycetemcomitans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si existe produccion de nitritos después del tratamiento de los
fibroblastos  gingivales  humanos con lipopolisacarido de  A.
actinomycetemcomitans (Aa).

e Determinar si se expresa la enzima 6xido nitrico sintasa en HGF tratados con
LPS de Aa.

e |dentificar por medio de inhibidores cual de las vias de transduccion de sefales
esta implicada en la expresion de la enzima iINOS en HGF tratados con LPS de
Aa.

e Determinar mediante inmunohistoquimica la localizacion de la enzima iINOS en
HGF tratados con LPS de Aa.
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HIPOTESIS

Hipotesis Alterna: _
El tratamiento con LPS de A. Actinomycetemcomitans en los HGF produce 6xido
nitrico.

Hipdteis nula:
El tratamiento con LPS de A. Actinomycetemcomitans en los HGF no produce
oxido nitrico.

Hipotesis Alterna:
El tratamiento con LPS de A. actinomycetemcomitans en los HGF produce la
expresion de la enzima iNOS.

Hipétesis nula:
El tratamiento con LPS de A. actinomycetemcomitans en los HGF no produce la
expresion de la enzima iNOS.

Hipétesis Alterna:

El tratamiento con inhibidores de las vias de transduccion de PKC, PI-PLC, PI3K,
p38 MAPK, ERK 1/2 y de NFkB en los HGF tratados con LPS de A.
actinomycetemcomitans suprimen la expresion de la enzima iNOS.

Hipotesis Nula:

El tratamiento con inhibidores de las vias de transducciéon de PKC, PI-PLC, PI3K,
p38 MAPK, ERK 1/2 y de NFxB en los HGF tratados con LPS de A
actinomycetemcomitans no suprimen la expresion de la enzima iNOS.

Hipétesis Alterna:
La localizacién de la enzima es el citoplasma celular de los HGF tratados con LPS
de A. actinomycetemcomitans

Hipéteis nula:

La localizacion de la enzima no es el citoplasma celular de los HGF tratados con
LPS de A. actinomycetemcomitans
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio
Experimental

Definicion de variables
En experimentos de tipo curso temporal

Variables Dependientes

: N Definicion
Nombre Tipo Definicion conceptual operacional Escala
Concentra | Cuantitativa |Radical ~ constituido | Valor de | 0.001nm-1.00nm
cion de| continua por un atomo oxigeno | absorbancia medida
oxido y un atomo de|en el
nitrico nitrogeno  producido | espectrofotometro a

por las enzimas NOS | longitud de onda de
al convertir una | 550nm mediante el
molécula de L- reactivo de Griess.

arginina a L-citrulina

Concentra |Cuantitativa [Enzima de 115 kDa|% de densidad|0.001 - 0.999 OD

cion de| continua de peso molecular. Es| 6ptica, medida por
proteina la isoforma inducible|el sistema digidoc,
iINOS de las O6xido nitrico|de la banda

sintasas. visualizada en

autoradiografia
obtenida mediante
el ensayo de
Western blot

Variable independiente

Definicién

Nombre Tipo Definicién operacional Escala
conceptual
Tiempo |Cuantitativa | Duracién de una|lLa duracién en la que los|6, 12, 24, 48 y
continua accion HGF estaran en contacto|72 h.

con los LPS de A.
actinomycetemcomitans
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En experimentos de tipo dosis respuesta

Variables Dependientes

Definicién

Definicion

Nombre Tipo conceptual operacional Escala
Concentracion | Cuantitativa | Radical constituido | Valor de|0.001nm-1 um
de oxido | continua por un atomo | absorbancia
nitrico oxigeno y un atomo|medida en el

de nitrégeno | espectrofotdmetro
producido por las|a longitud de onda
enzimas NOS al|de 550nm
convertir una| mediante el
molécula de L-|reactivo de Griess.
arginina a L-citrulina
Concentracion | Cuantitativa | Enzima de 115 kDa|% de densidad|0.001 - 0.999
de proteina|continua de peso molecular.|6ptica, medida por
iINOS Es la isoforma]el sistema digidoc,
inducible de las|de la banda
oxido nitrico | visualizada en
sintasas. autoradiografia
obtenida mediante
el ensayo de
Western blot
Variable independiente
Nombre Tipo Definicion Definic_:ién Escala
conceptual operacional
Concentraciéon | Cuantitativa Molécula que|Molécula con Ila|0.1ug/ml 1pg/ml
de LPS continua forma parte de|que se tratan los|y 5ug/ml.

la pared de las
bacterias
gram-negativas

HGF purificada de
A.
Actinomycetemcom

itans diluida en
buffer de fosfato
salino
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Experimentos de tratamiento con inhibidores

Variables Dependientes

Definiciéon

Definicion

Nombre Tipo . Escala
conceptual operacional
Concentracién | Cuantitativa | Enzima de 115 kDa|% de densidad|0.001 - 0.999 OD
de  proteina|continua de peso molecular. 6ptica, medida por
iINOS Es la isoforma el sistema digidoc,
inducible de las|de la banda
oxido nitrico | visualizada en
sintasas. autoradiografia
obtenida mediante
el ensayo de
Western blot
Variables Independientes
Nombre Tipo Definicion Definigic’m Escala
conceptual operacional
Inhibidores | Cuantitativa | Reactivos quimicos | Reactivos que se|”
continua que bloquean la|incuban 1 h. antes
actividad de una|del tratamiento de
proteina que|los HGF con los
participa en una via | LPS y que
de transduccién | permanecen
intracelular después del
tratamiento
Inhibidor Concentracion
PD-98059 20uM
Wortmanina 50nM
u73122 10uM
Cloruro de Queleritrine 6uM
Calfostina 0.5uM
Estaurosporina 0.2uM
Bisindolilmaleimida 1uM
SB 203580 2uM
PDTC 100uM
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Experimento Inmunohistoquimica

Variable Dependiente

Nombre Tipo Definicion Definicion operacional
conceptual

Proteina iNOS Cualitativa Enzima de 115 kDa|Luz observada en
de peso molecular. | microscopio confocal con
Es la isoforma|longitud de onda de
inducible de las|520nm cuando es
oxido nitrico | excitada a 494nm
sintasas.

Variable Independiente

Nombre Tipo Definicion Definigic’)n Escala
conceptual operacional
Tratamiento Cuantitativa Molécula que|Molécula con la|1pug/ml
con LPS continua forma parte de|que se tratara a los

la pared de las
bacterias
gram-negativas

HGF purificada de
A.
Actinomycetemcom
itans diluida en
buffer de fosfato
salino
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METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Poblacion de estudio

Fibroblastos Gingivales Humanos (HGF) los cuales se obtuvieron de explantes a
partir de encias sanas de pacientes de la clinica de periodoncia de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Facultad de Odontologia. El
cultivo de los HGF se mantuvo en el Laboratorio de Bioquimica del DEPel de la
Facultad de Odontologia, en este mismo lugar se realizé el resto de la
metodologia.

Cultivo celular primario de fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron de explante a partir de encias
sanas de pacientes. El explante se lavo durante 6 ocasiones en solucién de Hanks
suplementado con penicilina/fungizona. El tejido gingival se cort6é en plezas de 1-2
mm. Después de la incubacién con tripsina, se sembr6 en cajas Falco en medio
Dulbecco’s Modificado por Eagles (DMEM) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SBF) y 2mM de glutamina, en presencia de 1% antibiotico-
antimicético. El cultivo de fibroblastos gingivales se incub6 a 37°C en 5% de COs..
Los cultivos se alimentaron periddicamente. Las células se utilizaron entre los
pases 5 a 15.

Determinacioén de la concentracién de 6xido nitrico.

La produccion de oOxido nitrico en el sobrenadante en los medios de cultivo se
evalu6 determinando la presencia de nitritos. Producto estable de la degradacion
de 6xido nitrico usando el reactivo de Griess. Las células se sembraron en caja de
48 pozos hasta sub-confluencia. Se ayunaron 24 h. en DMEM libre de SBF y
posteriormente se trataron a diferentes tiempos con 1ug/ml de LPS disuelto en
buffer de fosfatos salino estéril (PBS) en presencia de DMEM libre de rojo fenol al
2% de SBF. En otra serie de experimentos se trataron las células con diferentes
concentraciones de LPS durante 24 h. en medio DMEM libre de rojo de fenol al
2% de SBF. Se obtuvo el sobrenadante que se mezclé con un volumen igual del
reactivo de Griess, las muestran se incubaron a temperatura ambiente durante 20
min. y se leyeron en espectrofotometro a 550nm. Para la curva patrén se utilizd
nitrito de sodio.

Deteccién por Western Blot de la expresion de iNOS

Para estudiar la expresion de iINOS en los fibroblastos gingivales tratados con LPS
se sembraron los fibroblastos en caja de 6 pozos hasta sub-confluencia. Se
ayunaron las células durante 42h. en DMEM libre de SBF. Después del estimulo,
el medio 'se aspird y las células se lavaron con PBS que posteriormente fue
reemplazado por 30pl de buffer de lisis (20mM Tris-HCI, 1% Triton 100x, 137mM
NaCl, 2mM EDTA, 1mM NasVO,, 10% Glicerol, 1mM PMSF, 10ug/ml Leopeptina,
1ug/ml Aproptinina). Las células se rasparon y el lisado se transfiri6 a una
microcentrifuga; posteriormente, se sonicd con un pulso en hielo. EI Western blot
se llevo a cabo con 50ug de proteina que se mezclé con 10ul con el buffer que
contiene 20% de glicerol, 4% SDS, 10% 2-B mercaptoetanol, 0.05% de azul de
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bromofenol y 1.25 M Tris-HCI pH 6.8. Las muestras se cargaron en un gel 7.5%
SDS-PAGE y se corrieron a 80mA por 1h. Los células fueron transferidas a
nitrocelulosa por 1h. a 25V y 0.30A. Posteriormente la membrana se bloque6 con
150mM NaCl, 100mM Tris-HCI pH 7.8 y 5% de suero albumina bovina por 1h. se
lavo 3 veces con TBS (150 mM NaCl, 100mM Tris-HCI pH 7.8. Tween 20 0.2%) y
se incubd con el anticuerpo iINOS rabbit policlonal (1:1000) durante toda la noche
a 4°C. La membrana se lavé 3 veces y se incubd con el anticuerpo HPR-
conjugado anti-rabbit IgG Ab (1:5000). Las bandas inmunoreactivas se revelaron
por quimioluminiscencia. Las membranas fueron desnudadas e incubadas con el
anticuerpo primario y-tubulina como control. La densidad de cada una de las
bandas se cuantific6 mediante el sistema digi-doc. Los experimentos se llevaron a
cabo al menos por 3 ocasiones. En los experimentos con inhibidores, las células
se preincubaron con el inhibidor por 1h., previo al tratamiento con el LPS.

Inmunohistoguimica

Las ceélulas se crecieron en cubreobjetos de vidrio y se fijaron por 30 min. con 2%
de formaldehido en PBS a 4°C. Las células se permeabilizaron con triton 1%
durante 5 min. y se lavaron por 5 veces con PBS. Para la visualizacion de iNOS
las celulas fueron tratadas 1h. con el anticuerpo anti-INOS especifico, diluido
1:100 en PBS y posteriormente se lavaron con PBS por 5 ocasiones. Las células
se incubaron por 45 min. con fluoresceina conjugada con anti-rabbit IgG diluido
1:100 en PBS. Las muestras fueron montadas en resina y se examinaron en un
microscopio confocal. Los experimentos se realizaron por tres ocasiones.
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RESULTADOS

Produccion de NO en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS de
Aa

Los HGF se estimularon con diferentes dosis de LPS (0.1ug/ml, 1ug/ml y 5ug/ml)
por 24 horas y la concentration de NO; (un metabolito de NO) se detectd en el
sobrenadante del cultivo usando el ensayo del reactivo de Griess. En la figura 1 se
observa que las células estimuladas con LPS producen NO, de manera dosis
dependiente y que la maxima produccion de NO,” se observa a la concentracion
de 1pg/ml, después de lo cual la produccion parece no aumentar
significativamente. Para determinar el tiempo de inicio y maxima producciéon de
NO, las células se trataron con la dosis submaxima de LPS (1ug/ml) de la
produccién de NO,™ previamente observado. Los resultados (Fig. 2) muestran
que la produccioén de NO;y inicia a las 12 h. de tratamiento y alcanza una maxima
de 725 veces (£ 25) sobre el basal a las 48h. de haber sido estimulados los HGF
con LPS de Aa.
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Fig 1. Dosis respuesta de la producciéon de Nitritos en HGF tratados con LPS. Los HGF se
estimularon con diferentes dosis de LPS (0.1pg/ml, 1ug/ml y 5ug/ml) por 24 h. y después los
sobrenadantes del cultivo se trataron con el reactivo de Griess para determinar la acumulacién de
NO;". Los resultados son la media de 3 diferentes experimentos + SD.
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Fig 2. Curso temporal de la produccion de Nitritos en HGF tratados con LPS. Los HGF se
estimularon a diferentes tiempos con LPS (1ug/ml) y después los sobrenadantes del cultivo fueron
tratados con el reactivo de Griess para determinar la acumulacion de NO;'. Los resultados son la
media de 3 diferentes experimentos + SD.

Expresion de iINOS en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS de
Aa

Debido a que iNOS es la enzima que cataliza la produccion de NO, se examiné el
efecto del LPS de Aa. en la expresion de la proteina de iINOS mediante ensayos
de Western blot. Después de haber estimulado las células con diferentes dosis de
LPS (0.1ug/ml, 1pug/ml y 5ug/ml) por 24 h. se detectd la expresion de la proteina
de iINOS a la concentracion incial de 0.1pg/ml. La expresiéon de iNOS aumentod a la
concentracion de 1pug/ml y permanecio elevada con Sug/ml (Fig. 3). En la fig 4 se
observa el curso temporal de la expresion de iNOS inducida por 1ug/ml de LPS.
La expresion de INOS se detectd a las 6h. de tratamiento después de lo cual la
expresion parece no variar. A partir de las 48h. el nivel de la expresion de iINOS
empieza a declinar y se hace evidente a las 72h. En el control, las células sin
tratamiento no expresan de una manera detectable la proteina iINOS.
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Fig 3. Dosis respuesta de la expresion de iNOS en HGF tratados con LPS. (A) Los HGF se
estimularon con diferentes dosis de LPS (0.1ug/ml, 1ug/ml y 5ug/ml) por 24 h. Los lisados celulares
totales se analizaron por inmunoblot usando anticuerpos anti-iINOS. La membrana fue desnudada y
reprobada con anticuerpos anti-ytubulina para asegurar la misma concentraciéon de proteina en
todas las condiciones. (B) Cuantificacion de la densidad éptica del inmunoblots para iNOS. Se
muestra un resultado representativo de dos diferentes experimentos.
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Fig 4. Curso temporal de la expresion de iINOS en HGF tratados con LPS. (A) Los HGF se
estimularon a diferentes tiempos con LPS (1ug/ml). Los lisados celulares totales se analizaron por
inmunoblot usando anticuerpos anti-iNOS. La membrana fue desnudada y reprobada con
anticuerpos anti-ytubulina para asegurar la misma concentracion de proteina en todas las
condiciones. (B) Cuantificacion de la densidad éptica del inmunoblots para iINOS. Se muestra un
resultado representativo de dos diferentes experimentos.

La vias de transducciéon involucradas en la expresion de iNOS en
fibroblastos gingivales tratados con LPS de Aa.

Para conocer vias de sefalizacion involucradas en la expresion de iNOS por LPS
de Aa. las células se preincubaron con concentraciones indicadas de inhibidores
de PKC, PLC, PI3K y de la via de las MAPK; ERK y p38 por 1 h. previa al
tratamiento con LPS. Ensayos de Western blot se llevaron a cabo. Se observo que
la expresion de la proteina de iINOS se ve atenuada por la preincubacién con
wortmanina, U73122, SB 203580 y PD98059 en un 38%, 62%, 44% y 59%
respectivamente. Esto sugiere que las vias de PI3K, PLC y MAPK estan
involucradas en la expresion de iNOS al tratamiento con LPS. En adicién, Ila
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proteina cinasa C (PKC) parece estar fuertemente ligada a la e_xpresic:)'n de_iNOS,
pues el inhibidor bisindoliimaleimida bloquea completamente su induccioén (Fig 5).
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SB 203580 - - - . - + -
PD98059 - - - - - - +

Fig. 5 Via de expresiéon de iNOS en HGF tratados con LPS de Aa.

A) Las céiulas se preincubaron con Bisindolimaleimida (1pM), Wortmanina (50nM), U73122
(10uM), SB 203580 (2uM) o PD98059 (20uM) por 1h. previo al tratamiento con 1ug/ml de LPS por
24h. Los lisados celulares totales se analizaron por inmunoblot usando anticuerpos anti-iNOS. La
membrana fue desnudada y reprobada con anticuerpos anti-ytubulina para asegurar la misma
concentracion de proteina en todas las condiciones. (B) Cuantificacién de la densidad Optica del
inmunoblots para iINOS. Se muestra un resultado representativo de dos diferentes experimentos. *,
** indican diferencia significativa en relacion al contro! (P < 0.001).
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LPS de Aa produce la expresion de la proteina iNOS a través de un
mecanimos dependiente de PKC y NF«B.

A partir de que se demostré que PKC era una importante molécula en la expresion
de iNOS al tratamiento con LPS de Aa en HGF, otros inhibidores de PKC fueron
analizados. En el ensayo de Western blot (Fig. 6) se observa que el clorhidrato de
queletrina, calfostin C y estaurosporina suprimieron la expresioén de la proteina de
iNOS. Con ello se confirma que la expresién de iINOS por LPS de Aa ocurre
mediante un mecanismo dependiente de PKC. Ademas se probd si pirrolidine
ditiocarbamato (PDTC), un antioxidante que actia como un inhibidor especifico de
la activacion de NFxB, podria afectar la expresion de iNOS por LPS. Al preincubar
PDTC por 1h antes del tratamiento con LPS se observa que la adicién del inhibidor
de NFxB marcadamente suprime la expresion de iNOS, lo que indicando que
NFkB media la expresion de la proteina iNOS al tratamiento de LPS de Aa en
HGF.
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Fig. 6. Expresién de iNOS mediante mecanimo dependiente de PKC y NFkB al tratamiento
con LPS de Aa en HGF.

A) Las células se preincubaron con C.queleritrina (6uM), Calfostin C (0.5uM), Estaurosporina
(0.2uM) y PDTC (100pM) por 1h previo al tratamiento con 1pg/ml de LPS por 24h. Los lisados
celulares totales fueron analizados por inmunoblot usando anticuerpos anti-INOS. La membrana
fue desnudada y reprobada con anticuerpos anti-ytubulina para asegurar la misma concentracion
de proteina en todas las condiciones. (B) Cuantificacion de la densidad Optica del inmunoblots para

iNOS. Se muestra un resultado representativo de dos diferentes experimentos. * indican diferencia
significativa en relacion al control (P < 0,001).
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Localizacién de la proteina iNOS en HGF tratados con LPS de Aa.

En ensayos de imunohistoquimica (Fig. 7) se observa la proteina iINOS marcada
en un 2% de las células control (panel A) mientras que en las células tratadas con
1ug/ml de LPS (panel B) se observa la proteina iNOS en el 100% de las células.
La proteina se localiza en el citoplasma celular.

A B

Fig. 7 Expresion de iNOS detectada por inmunofluorescencia.

Las células se fijaron e incubaron con anticuerpo anti-INOS y anticuerpo anti-rabbit
acoplado a fluoresceina posteriormente se visualizaron en microscopio confocal. Panel A.
las células sin estimulacion. Panel B. Las células estimuladas con 1pg/ml de LPS por 24h.
Se muestran resultados representativos de 3 experimentos independientes.
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DISCUSION

Muchos micoorganismos colonizan las superficie de animales y plantas. En
algunos casos la interaccion entre el huésped y los microoganismos es benéfica
pero en otros los microorganismos patégenos, han desarrollado mecanismos para
cruzar las barreras de los tejidos. El reconocimiento por parte del huésped a la
invasion microbiana promueve una respuesta inflamatoria a través de la secrecion
de componentes antimicrobianos y del reclutamiento de células fagociticas como
macroéfagos y neutréfilos. Esta respuesta inicial a la presencia de patégenos es
llamada inmunidad innata (97). Los avances en la caracterizacion molecular de la
respuesta del huésped ha revelado que la regulacion de dicha respuesta puede
ocurrir en diferentes sitos en el periodonto, o por diferentes mecanismos, ninguno
de los cuales es mutuamente excluyente. Tanto bacterias gram-positivas como
gram-negativas presentan moléculas que son identificadas por el huésped, son
capaces de generar mediadores inflamatorios especificos en el tejido peridontal y
“el huésped tiene mecanismos especificos para identificar estas moléculas y los
mediadores liberados. Esta constante interaccién crea un “dialogo molecular” entre
la bacteria y el huésped, que difiere en enfermedad y salud. La condicion del
huésped, si esta sano o enfermo, esta establecido a través de la interaccion de
bacteria y tejido del huesped, involucrandose tanto moléculas de reconocimiento
como regulacion del sistema inmune innato.

En la base del criterio de Socranscky, varias bacterias han. sido estudiadas
a detalle como periodontopatégenos; A. actinomyctemcomtians fue la bacteria
mayormente asociada con la peridontitits juvenil localizada y P.gingivalis, B.
forsythus, A. actinomycetemcomitans y Eikenella corodens fueron las bacterias
mayoritariamente presentes en la periodontitis del adulto. Posteriormente a
Socransky et al. y Zambon concluyeron que tres especies bacterianas (P.
gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans) fueron los agentes etiologicos
de la periodontitis. Ademas de estas tres bacterias hubo evidencia de la
asociacion de otras bacterias en la enfermedad periodontal (7. denticola,
Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia/nigrescens, Peptostreptococcus mieros y Streptococcus
intermedius). Aunque mas de 20 especies bacterianas se han asociado con
periodontitis, a la fecha solamente cuatro especies P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola y A. actinomycetemcomitans son asociadas consistente y fuertemente
con el progreso de la enfermedad periodontal (98).

La presencia de bacterias periodontopatégenas y el incremento en el
numero de estas bacterias, indudablemente, afecta la cantidad y tipo de antigenos
bacterianos que promueven una respuesta en los tejidos periodontales. Los
antigenos microbianos inician y orquestan las transduccion de sefiales celular por
interaccion con receptores especificos de varios tipos celulares en el tejido
gingival, como es el CD14, las integrinas, TLRs, MD-2 y LBP que son capaces de
inducir la expresién de mediadores inflamatorios como citocinas, prostaglandinas
y 6xido nitrico.

Se obtuvo mas conocimiento de papel de la especificidad con el sistema de
respuesta del huésped tras el descubrimiento de que los receptores TLR
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reconocen diferentes componentes moleculares bacterianos como LPS, LTA,
lipoproteinas, fimbrias peptidoglucanos; por lo tanto éstos activan diferentes vias
de respuesta celular.

Los primeros reportes que demostraron la relacion entre los receptores TLR
y LPS fueron publicados en 1998 (99). Aunque inicialmente se crey6 que TLR2 era
el responsable de la sefializacion intracelular promovida por el LPS, experimentos
posteriores comprobaron que una mutacién en el gen de ratéon Tir4 provocaba una
hiporreactividad a LPS en dos especies de ratén, C3H/Hed y C75BL/10ScCr.
Dicha mutacién resulté en la sustitucion de prolina por histidina en la porcion
citoplasmatica de la proteina TLR4 (100). La explicacion del papel aparente de
TLR2 vino cuando Hirschfel et al. (102) demostraron que los productos
contaminantes solubles en fenol fueron los responsables de la sefializacion a
través del receptor TLR2. Mientras que la parte libre de proteinas del LPS de
enterobacterias emplearon el receptor TLR4, y se elimind por completo la idea de
la sefalizacion de LPS a través de TLR2. Finalmente, la comparacion entre las
respuestas en ratones deficientes para TLR2 y TLR4, mostraron que TLR2 y
TLR4 reconoce componentes de la pared celular para bacterias gram-positivas y
gram-negativas, respectivamente (101).

Estudios recientes sugieren que los receptores TLR tienen un papel en la
periodontitis. Hou et al. (103) examinaron la habilidad de varias bacterias orales
de inducir la destruccién 6sea. Ellos encontraron que aquellos ratones que fueron
tratados con periodontopatdégenos, la perdida de hueso fue significativamente
menor en dos cepas de ratones deficientes en TLR4 que en los controles
silvestres. Mas aln, este decremento fue correlacionado con la expresién reducida
de citocinas de resorcién 6sea como IL-1a e IL-1B. Estudios previos han
reportado que las citocinas proinflamatorias como IL-1«, IL-1B inducen resorcion
o0sea dedibo a que promueven la diferenciacién de las células precursoras de
osteoclastos y por ser activadores de estas mismas células. Se ha propuesto que
el lipopolisacarido de A. actinomycetemcomitans, estimula la liberaciéon de IL-1p en
leucoctios polimorfonucleares (104) y de IL-1a en células de médula ésea de
murinos. Ademas se ha reportado que el lipopolisacarido de A
actinomycetemcomitans favorece la supervivencia de osteoclastos por la “up”
regulacion y promocion de IL-1a. En este modelo, parece ser que el receptor TLR4
esta involucrado en la inflamacién y destruccién del hueso periodontal en
respuesta a una infeccién bacteriana.

Los fibroblastos gingivales son el tipo principal de células en el tejido
conectivo gingival. Y estas células son capaces de producir producen las citocinas
proinflamatorias: IL-1, IL-6 e IL-8 en respuesta a la estimulacion con LPS. Por lo
tanto, pensamos que los fibroblastos gingivales humanos pueden jugar un papel
importante en la patogénesis de la inflamacién crénica en la enfermedad
periodontal.

En otro orden de ideas, se sabe que existen tres isoformas de NOS.
Aunqgue todas median la oxidacién de L-arginina a L-citrulina produciendo NO, el
NO formado por eNOS es responsable de mantener un tono muscular bajo y la
prevencion de la adhesién de leucocitos y plaquetas a la pared vascular. El NO
formado por nNOS actia como neuromodulador o neuromediador. La produccién
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de NO por nNOS y eNOS es baja; en cantidad de nanomoles y de corta duracion,
siendo controladas por agentes que movilizan Ca®* de una manera transntona y
altamente controlada (105,106). En contraste, iNOS no requiere de Ca®* para
iniciar su actividad, la induccién de INOS en presencia de L-arginina son
suficientes para iniciar la generaciéon de NO en macréfagos, monocitos y otras
células estimuladas con citocinas proinflamatorias, IFN-y, TNF-a o IL-1. Aunque el
inductor mejor conocido es el LPS. La sintesis de NO ocurre en grandes
cantidades (macromolar) y es regulada a diferentes niveles . La producciéon de NO
por iINOS ocurre de manera retardada después de la estimulacion, pero una vez
inducida es activo por periodos tan largos como 5 dias. El retraso entre la
estimulacién y la generacién enzimatica de NO podria ser debida al requerimiento
de novo sintesis de cofactores para una actividad maxima (107).

La complejidad de los efectos biolégicos de NO es una consecuencia de su
naturaleza, de la concentracién, de la célula blanco que lo produce y de las
interacciones con otras moléculas.

Se sabe que la induccién de la expresion de iNOS vy la producciéon de NO
ocurre en varias tipos celulares como eosinofilos (108), macréfagos (109) y, en
diferentes 6rganos como corazdén e higado (110) en respuesta a una gran
variedad de citocinas y LPS.

La sobrexpresién de iNOS y sobreproduccion de NO por iNOS, se asocia a
desordenes como shock séptico, artritis reumatoide y enfermedades de tipo
crénico como tuberculosis. En esta investigacion, se demostré que el LPS de Aa
promueve en fibroblastos gingivales humanos la expresion de iNOS y la
produccién de NO.

Esta bien establecido que en la via de transduccién propuesta para la
expresion iINOS en macréfagos, el receptor CD14 y TLR4 estan involucrados en
en respuesta a LPS (111).

La activacion por LPS de fosfatidilinositol-fosfolipasa C (PI-PLC) y
fosfatidilcolina-fosfolipasa C (PC-PLC) juegan un importante papel en la regulacién
de funciones celulares. La estimulacion de PI-PLC por LPS puede producir dos
segundos mensajeros: dlaCIIgllceroI (DAG) e inositol trifosfato (IP3). DAG y IP3,
activan PKC y liberan Ca** de los compartimentos intracelulares, respectivamente,
en una gran variedad de células. Se ha propuesto que la estimulaciéon con LPS e
INF-y de la produccién de NO en astrocitos resulta en la activacion de PC-PLC
pero no de PI-PLC, la cual provee una fuente de DAG para la activacion de PKC,
requerida para la induccién de iNOS (112). En este estudio, sin embargo, se
observo que el inhibidor de PI-PLC, U73122, afectd la expresion de iNOS. Con
esto, se sugiere que en HGF tratados con LPS la expresion de iNOS, es mediada
por un mecanismo diferente al observado en astrocitos, donde PI-PLC si esta
involucrado.

La activacion de la via de PI3K juega un papel crucial en la expresion de
INOS en células del musculo liso (113). Se demostré en este estudio, que la
expresion de iNOS es sensible al inhibidor wortmanina sugiriéndose que la
activaciéon de PI3K esta involucrada en la transduccion de la sefial para la
expresion de iINOS inducida por LPS de Aa en HGF. En monocitos humanos y en
otros tipos celulares, LPS activa PI3K, quien a su vez estimula la proteina cinasa
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PKC. En experimentos de cotransfeccion de células RAW 264.7 con un plasmido
que codifica una PKC(¢ constitutivamente activa y un plasmido que contiene el
promotor de iINOS, se observa un importante actividad del promotor de iNOS
(114). En este estudio, los inhibidores de PKC (Bisindolilmaleimida, c. queleritrina,
calfostin C y estaurosporina) completamente suprimieron la induccién de la
enzima. Lo que se sugiere que PKC es estrictamente necesaria para la induccién
de iNOS en HGF estimulados con LPS de Aa. Nosotros creemos, que la induccion
de iNOS a través de PKC puede ser mediante PI-PLC y la via de PI3K.

Estudios previos han demostrado que la activacién de p38 MAPK esta
involucrada en la expresién de mediadores inflamatorios como prostaglandina E;
por LPS (116). Se sabe que el piridinil imidazol (SB 203580) es un inhibidor
especifico de p38 MAPK, y que hasta una concentracién de hasta 100puM no
afecta la actividad de otras cinasas, incluidos los otros miembros de las familia de
las MAPK (117). En el presente estudio SB 203580 se usé para inhibir la
expresion de iNOS mediada por LPS de Aa. y los resultados sugieren que p38
MAPK forma parte de la via de sefializacion para la expresion de esta enzima.
Como Kim et al. (118) encontraron que, en adicién a SB 203580, el inhibidor de
ERK 1/2 PD98059 tiene efecto en la disminucion en la produccion de NO por LPS,
se quizd probar el efecto de PD98059 en la expresion de iINOS en nuestro tipo
celular y se confirmé que ERK1/2 forma parte de la via para la expresion de iNOS
al tratamiento con LPS concluyendo que ambas MAPKSs: p38 y ERK 1/2, juegan un
papel en la sefializacién para la expresién de la enzima de iNOS en los HGF.

NFkB actia como un regulador positivo en la expresion de genes
involucrados en la enfermedad inflamatoria crénica. NFkB es un heterodimero
compuesto por dos subunidades Rel A p50 y p65, las cuales existen en el
citoplasma como un complejo inactivo unido a proteinas IxB. Generalmente la
activacion de NFxB involucra la fosforilacion de IkB lo que produce su
ubiquitinacién y su degradacién. Este evento permite a NFxB traslocarse al nucleo
donde activa la transcripcion de genes (119-121). EI NFxB es un factor de
transcripcién que ha sido considerablemente involucrado en la respuesta celular a
LPS. Se sabe que el NFxB es crucial para la induccion de iNOS por LPS en
macrofagos (83) Casado et. al. (122) concluyeron que en hepatocitos, la
degradacion de I1kBa e IxBp resulta en la activaciéon de NFxB y la expresiéon de
iINOS. En este estudio, se observé que PDTC, inhibidor de NFxB, suprime la
expresion de iINOS por LPS de Aa. En adicidn, se sabe que inhibidores de PKC
(Ro 31-8220 y calfostin C) inhiben la formacion del complejo de DNA-proteina de
NFxB y que ademas PKC¢ es un activador de NFxB in vitro. Un mecanismo por el
cual PKC¢ puede mediar la actividad transcripcional es mediante la via de las
MAPKs (115). En este estudio sugerimos que las MAPK; p38 y ERK 1/2 se
encuentran upstream de la traslocacion de NF«xB al nucleo y downstream de PKC
en la cascada de sefalizacion para la expresion de INOS activada por LPS de Aa
en HGF (123).

La induccién de iNOS y el incremento en la liberacién de NO en HGF son
respuestas celulares elucidadas por estimulacion del LPS de A.
actinomycetemcomitans en HGF. El conocer las vias de transduccién que se
activan para estas respuestas celulares es un importante paso para entender los
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mecanismos del dafio del tejido periodontal en presencia de moléculas como el
LPS de bacterias periodontopatogena y en el futuro disefar estrategias
terapéuticas para reducir el riesgo a la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Se puede concluir con esta investigacion que:

e EI LPS de A. actinomycetemcomitans ejerce un efecto en el incremento de la
produccion de 6xido nitrico y la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa en
fibroblastos gingivales humanos de manera curso temporal y dosis respuesta.

e PKC y la activacién de NFkB median la expresion de iNOS en estas células por
efecto del LPS de A. actinomycetemcomitans.

e La expresion de INOS es regulada por la via de PI-PLC, PI3K y las MAPKs.

El esquema 1 representa un modelo para la via de transduccion implicada en la
expresion de iINOS y produccién de NO en fibroblastos gingivales humanos por el
LPS de Aa. Nosotros sugerimos que talvez el LPS de A. actinomycetemcomitans
activa a PKC a través de PI-PLC y PI3K para activar a p38 MAPK y ERK 1/2,
quien en turno promueven la traslocacién de NFxB al nucleo, induciendo la
expresion de iNOS y la produccién de NO.
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Esquema 1. Via de transduccién para iNOS en fibroblastos gingivales humanos tratados con
LPS de Aa 59
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