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Resumen

La enfermedad periodontal afecta los tejidos de soporte del diente, y es uno de los grandes
problemas de salud en México y el mundo. El factor etiolégico mas importante que induce a
dicha enfermedad esta dado por la colonizacién microorganismos sobre una matriz de
glucopolimeros (placa dentobacteriana), aunque también influyen enfermedades sistémicas y
factores genéticos. La respuesta inflamatoria en el periodonto es el principal mecanismo que
promueve la reabsorcién exacerbada de hueso alveolar y subsecuente pérdida dental, donde
las bacterias Gram+ y su 4cido lipoteicoicoco, toxina con caracteristicas inmunoestimuladoras
parecidas al lipopolisacarido, tiene un papel importante en la respuesta inflamatoria. Estudios
previos en nuestro laboratorio comprobaron que el acido lipoteicoico obtenido de
Streptococcus sanguinis estimuld la fosforilacion de de las MAPKs ERK 1/2 y p38, AKT,
degradacion de IkB y subsecuente translocacién NF-xB al nucleo, asi como la expresiéon de
COX-2 en fibroblastos gingivales humanos, confirmando su capacidad de activar vias de
sefializacion relacionadas con la inflamacién.

Por otra parte, los flavonoides son sustancias polifendlicas producto del metabolismo
secundario de las plantas, los cuales, han demostrado multiples beneficios para el cuerpo
humano entre los que se encuentran propiedades antiinflamatorias, cardioprotectoras,
antioxidantes y antioncogénicas; por lo que decidimos evaluar la capacidad de miricetina, un
flavonol, en regular los efectos del acido lipoteicoico de S sanguinis en fibroblastos gingivales
humanos. Mediante ensayo de MTT, no se observaron efectos citotdxicos de miricetina al ser
incubada en fibroblastos gingivales humanos a diferentes dosis. De igual manera, los ensayos
de Western blot, RT-PCR y ELISA demostraron que miricetina reguld con tendencia
estadisticamente significativa hacia niveles basales la fosforilacion de ERK % y p-38,
degradacion de IkB, expresidn génica y protéica de COX-2 y sintesis de IL-13 en fibroblastos
gingivales humanos inducidos con acido lipoteicoico de S sanguinis, siendo las dosis de 10y
15uM las mas efectivas. Tomando en cuenta todos nuestros resultados, podemos concluir que
miricetina es eficaz como regulados del proceso inflamatorio en la enfermedad periodontal,
por lo que puede servir como coadyuvante en el tratamiento de esta patologia.



Justificacion

En todo el mundo se considera erréneamente que la pérdida de dientes es consecuencia
natural del envejecimiento. Las enfermedades bucodentales como la enfermedad periodontal,
son un problema de salud de alcance mundial que afecta en mayor frecuencia a paises en vias
de desarrollo como México, implicando un costo considerable para su tratamiento, estimado
entre el 5y 10% del gasto de paises industrializados, y muy por encima de paises en desarrollo.
Por tal motivo, el acceso a la atencion bucodental es limitada; en consecuencia, en la mayoria
de los casos hay una pérdida considerable de érganos dentarios con subsecuente deterioro
funcional, problemas digestivos y disminucién en la calidad de vida.

La enfermedad periodontal afecta a los tejidos de soporte del diente. Se ha estimado que la
mayoria de los niflos de todo el mundo presenta signos de gingivitis, estadio inicial de dicha
enfermedad; mientras entre los adultos es mds comun la periodontitis crénica.

En el nuevo informe sobre el programa de salud bucodental mundial de la OMS se establecid
que los sistemas de salud bucodental de los paises deben estar orientados hacia los servicios
de atencion primaria en salud y prevencion, abordando factores de riesgo modificables como
habitos de higiene bucodental, ingesta de carbohidratos, falta de calcio y micronutrientes, asi
como el tabaquismo.

La respuesta inflamatoria como parte de los mecanismos de defensa del huésped ha sido
ampliamente estudiada. Dicha respuesta, es desencadenada por los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) de microorganismos que residen en la placa dentobacteriana;
siendo este, el principal mecanismo para promover el desarrollo de enfermedad periodontal.
El tratamiento clasico de la enfermedad periodontal involucra un trabajo biomecanico que
elimine los factores que desencadenan una respuesta inflamatoria crénica en el huésped,
como la placa dentobacteriana, calculo supra e infragingival y tejido de degranulacién; todo lo
anterior, en combinacidon con diversos coadyuvantes. Sin embargo, uno de los principales
coadyuvantes en el tratamiento de dicha enfermedad, el gluconato de clorhexidina, posee
diversos efectos adversos como disgeusia, pigmentacion de tejidos duros y blandos,
achatamiento de papilas interproximales y citotoxicidad en células del ligamiento periodontal,
por lo que es indispensable la busqueda de coadyuvantes mas eficaces y no tdxicos en la
terapia periodontal.

Existen investigaciones que sustentan las multiples propiedades benéficas en la salud de los
flavonoides, destacando propiedades antioxidantes, antiinflamatorias asi como su capacidad
de inhibir procesos carcinogénicos; y donde a su vez, no han presentado considerables efectos
adversos en su empleo. Por lo que evaluamos el efecto de miricetina sobre los mecanismos de
transduccion de sefnales celulares y sintesis de citocinas proinflamatorias promovidas por una
toxina bacteriana, el LTA, y su posible rol en el control y manejo de la enfermedad
periodontal.



Antecedentes

1. Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal es un conjunto de reacciones inflamatorias que afectan a
los tejidos de soporte del diente, y que en estadios tardios conlleva a la exfoliacion
dentaria. Ademads, ésta enfermedad esta asociada con infecciones vasculares
sistémicas como la ateroesclerosis y la estenosis coronaria.! Por mucho tiempo se
describi6 que dicha enfermedad era causada por la acumulacién de placa
dentobacteriana; sin embargo, trastornos inmunoldgicos, genéticos u otras
enfermedades sistémicas son importantes para su desarrollo.

La enfermedad periodontal se iniciapor la acumulacidon de una biopelicula sobre la
superficie del dienteseguida de la invasidon bacteriana de los tejidos gingivales. En la
periodontitis, la coagregacion es un proceso central para la formacién de biopeliculas,
sobre la cual, bacterias genéticamente distintas inician una interconexion mediante
adhesinas especificas.” Fig. 1
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Fig. 1. Modelo de la formacién de biopelicula dental.La pelicula adquirida cubre la superficie del
diente, la cual, es reconocida por colonizadores primarios como Streptococcus gordonii, sangunis y mitis.
Posteriormente, otras especies colonizan mediante receptores y adhesinas para formar la placa
dentobacteriana. American Society for Microbiology, 2002.




En la placa dental, colonizadores primarios como Streptococcus gordonii y otros
estreptococos orales expresan adhesinas en su superficie, las cuales, proveen una base
sobre la cual otros colonizadores bacterianos se agregan. En el inicio se pensé que la
cantidad de placa que se formaba era la responsable para inducir periodontitis, pero
en el presente, se favorece la hipdtesis en la que la calidad de la placa, en términos de
sus constituyentes microbianos, es la responsable.

Agreggatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Bacteroides
fursythus son los principales patdgenos, aunque otras especies como Treponema
denticola se han implicado en el desarrollo de periodontitis, ain con el hecho de que la
mayoria de las espiroquetas no han sido cultivadas exitosamente. En estudios
recientes, utilizando técnicas moleculares filogenéticas, se han implicado también
nuevas especies o filotipos con periodontitis, caries y halitosis.>® También se observé
gue el acido lipoteicoico de colonizadores primarios como Streptococcus sanguinis,
bacteria que se consideraba inocua en el desarrollo de enfermedad periodontal,
activan multiples cascadas de sefializacidon celular como la activaciéon de la via de
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K), fosforilacion de AKT y glucégeno sintasa cinasa
(GSK3).*°

Ademas, un estudio reporté que la pérdida de insercién y reabsorcién dsea, ocurren
paralelamente junto con el incremento de interleucina 1 (IL-1) y factor de necrosis
tumoral (TNF).™



2. Respuesta inmune en salud periodontal

La interrelacion entre microorganismos y los mecanismos de respuesta inmune innata
es la base del mecanismo inmunopatolégico. Debido a su yuxtaposicion con los
tejidos periodontales del hospedero, la placa dentobacteriana es un constante desafio
para el sistema inmune innato del hospedero. En sitios de salud clinica, este desafio
puede ser benéfico, ya que se pormueve una resistencia a la colonizacién de los
periodontopatdgenos y activacion de otras respuestas poco entendidas. En contraste,
en sitios de enfermedad, la infeccién claramente resulta en la alteraciéon de los
mecanismos normales de defensa en el periodonto. Los tejidos periodontales no
contienen una capa de mucosa amplia que prevenga el contacto entre la comunidad
microbiana y la superficie de células epiteliales, a diferencia del intestino. De hecho,
aunque tanto los tejidos periodontales como intestinales estan en relacién cercana con
comunidades microbianas, se ha visto que ambos tejidos poseen estrategias diferentes
para luchar con la presencia constante de estimulacién microbiana.

El epitelio intestinal esta conformado por una capa sencilla de células conectadas por
uniones estrechas, donde subyacente a ésta, tejido linfatico altamente especializado
(Placas de Preyer) reconoce y asorbe antigenos. En contraste, el epitelio gingival y en
particular el epitelio de unidn es altamente poroso. Las células del epitelio de unién
son conectadas por unos pocos de desmosomas y ocasionales uniones gap, lo que
permite el llenado de liquido en los espacios intracelulares.’? Para hacer frente a la
constante estimulacion microbiana, el periodonto posee una expresién altamente
orquestada de mediadores de defensa del sistema inmune innato. Fig. 2
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Fig. 2. Transito de neutréfilos a través del tejido periodontal. El estado de defensa en tejidos
periodontales sanos es controlado por la expresidon coordinada por mediadores como IL-8, facilitando el
transito de neutroéfilos. Ademas, células del epitelio gingival expresan diferentes receptores que ayudan
a la neutralizacidn de patdgenos. Nature reviews/Microbiology, Julio del 2010.



La expresion coordinada de E-selectina, molécula de adhesién intracelular (ICAM) e
interleucina-8 (IL-8) facilitan el transito de neutrofilos desde los tejidos gingivales
altamente vascularizados hasta el surco gingival donde forman una pared entre los
tejidos del hospedero vy la biopelicula de placa dental.®**® La arquitectura tisular del
epitelio de unién facilita el transito de ésas y otras células. Se calcula que
apréximadamente 30,000 neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) transitan a través del
tejido periodontal cada minuto.*®*°

La presencia aumentada de neutrdfilos en tejidos del hospedero es un signo de
infeccidn bacteriana. Individuos con deficiencias congénitas tanto en el nimero como
en el transito de neutrdfilos (deficiencia leucocitaria tipo 1 y 2) o quienes poseen
neutropenia debido a induccién quimica con agentes antimicdticos como la
ciclofosfamida invariablemente desarrollan periodontitis.?®* Por lo que las
observaciones anteriores muestran que este componente celular en la salud
periodontal es muy importante.

Los tejidos periodontales también expresan muchos otros mediadores innatos, como
la defensina-f 1, 2y 3,24'25 CD14 tanto soluble como adherida a membrana®®?% y la
proteina de unidn a lipopolisacarido (LBP).2® Ademds, altos niveles de CD14 soluble en
liguido crevicular fueron asociados con bolsas periodontales demenor
profundidad.?®En adicién, ARNm de LBP son mas altamente expresados en tejidos
saludables que en tejidos enfermos, donde interesantemente, células del epitelio
gingival son una fuente de LBP.? Esos estudios implican fuertemente a CD14 con LBP
con la eliminacion de bacterias y sus componentes, sugiriendo que ambos actian de
manera similar en la capa mucosa del intestino, por reduccién de las interacciones
bacterianas con el epitelio. Como en el epitelio intestinal, los tejidos gingivales
expresan un amplio rango de TLRs.”3! Sin embargo, no es conocido si células
epiteliales gingivales regulan la expresion de esos receptores para reducir las
interacciones microbianas de manera similar a las observadas en el epitelio intestinal.

2.1 Rol de las citocinas en salud periodontal

La respuesta inmune innata a bacterias orales comensales por parte del hospedero
puede contribuir al estado de defensa altamente protector del tejido periodontal.*? En
respuesta a bacterias orales, las capas mas externas del epitelio gingival, las cuales
estdn en contacto directo con la flora comensal, producen interleucina-8 (IL-8) vy
defensias-B.33’34'39. Aunque ratones libres de gérmenes has sido usados como modelos
experimentales para etiologia microbiana de la periodontitis,*® este modelo no ha sido
usado aun para estudiar la contribucién de bacterias comensales en el estado de
defensa innato del periodonto. El hallazgo de que niveles de IL-1B en tejidos
periodontales de ratones criados convencionalmente son mas altos que los libres de
gérmenes,*! indican que el tejido peridontal puede responder a la colonizacién
comensal y no es meramente una barrera de proteccién pasiva. En contraste, estudios
usando ratones libres de gérmenes*>' y con mutaciones en sus TLR**han establecido
gue bacterias intestinales comensales juegan una parte activa en el establecimiento
tanto inmune como de mecanismos de proteccidn innata, asi como su participacion en
el desarrollo del tejido. Estos estudios muestran que bacterias comensales contribuyen
para un estado inflamatorio controlado en el intestino,”*** que es muy similar al
observado en tejidos periodontales sanos.



La presencia de IL-15 en el tejido periodontal de ratones libres de gérmenes, aunque a
niveles bajos, es consistente con la teoria de que las citocinas pueden contribuir en el
proceso de homesotasis del hospedero independientemente del proceso de
colonizacién bacteriana. El periodonto contiene tejidos de autoregeneracion,
incluyendo el ligamento periodontal y el epitelio gingival.**** En adicién, la matriz
extracelular y la colagena tipo | del tejido conectivo ayuda a estabilizar los tejidos
periodontales, mientras las fibronectinas afectan morfologia celular, migracién y
diferenciacién.>® La regulacion coordinada de esa proliferacion y diferenciacién celular
es controlada por mecanismos de sefializacién del hospedero. Los mecanismos de
sefializacion mantienen la homeostasis del tejido periodontal por regulacién de células
epiteliales asi como de células residentes en el tejido conectivo y células
hematopoyéticas. El liquido crevicular es un suero y exudado tisular local que es
depositado alrededor de cada superficie dental y provee una representacion exacta de
concentraciones séricas y tisulares de mediadores inflamatorios.>®*®  Citocinas
asociadas  con inflamacidén, como IL-1B, factor de necrosis tumoral (TNF) vy
prostaglandina E, (PGE;) son encontradas en niveles mas bajos en liquido crevicular de
sitios de salud periodontal®” que en sitios enfermos.*® Por consiguiente, junto con la
expresion de componentes de defensa innata, el periodonto continuamente expresa
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesidn celular que son involucradas en el
mantenimiento de la homeostasis periodontal. En la actualidad, la contribucion
relativa de de bacterias comensales y el desarrollo en la expresiéon de citocinas,
quimiocinas y células de adhesién en salud periodontal no son bien conocidas.



3. Mecanismos moleculares de la enfermedad periodontal

3.1. Inmunidad innata

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

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

e Reclutamiento de células inmunes hacia los sitios de infeccion e inflamacién, mediante
la produccidn de factores quimicos denominados citocinas.

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

e |dentificacidn y remocion de sustancias extrafas presentes en érganos, tejidos, sangre
y linfa, a cargo de leucocitos.

e Activacion del sistema inmune adaptativo mediante la presentacién de antigeno.

En los tejidos gingivales, las infecciones polimicrobianas causan inflamacién gingival y
resorcion del hueso alveolar. La respuesta inmune mediada por el huésped contra esos
microorganismos es lo que principalmente conlleva a la destruccidon de los tejidos
periodontales, aunque hay otros factores que pueden influir o exacerbar dicha
destruccion. De manera general, los microorganismos residen en un matriz de
glucopolimeros en donde crean un nicho simbidtico que les permite su supervivencia.
Los microorganismos y sus endotoxinas, estimulan entonces a células y sintesis de
mediadores quimicos que regulan el proceso inflamatorio, como parte de la inmunidad
innata. Se ha demostrado que linfocitos Th1l y Th2 estan involucradas en la respuesta
inmune adaptativa en pacientes con enfermedad periodontal.®%¢



3.2. Inflamacidén

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

La respuesta inflamatoria consta principalmente de 2 fases: una reaccidn vascular y
una reaccién celular. Muchos tejidos y células estan implicados en éstas reacciones,
incluyendo el liquido y las proteinas del plasma, las células circulantes, los vasos
sanguineos y los elementos celulares y extracelulares del tejido conectivo. Las células
circulantes incluyen neutréfilos, monocitos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos vy
plaquetas. Las células del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean
intimamente a los vasos sanguineos, los fibroblastos del tejido conectivo; los
macrofagos residentes y los linfocitos. Las matiz extracelular consta de proteinas
estructurales (coldgena y elastina), glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina,
colageno no fibrilar, tenascina, etc.) y proteoglicanos. La membrana basal es un
componente especializado de la matriz extracelular que consta de glicoproteinas
adherentes y proteoglicanos.

La inflamacién se divide en patrones agudo y crénico. La inflamacidn aguda tiene un
comienzo rapido (segundos o minutos) y es de duracién relativamente corta; sus
principales caracteristicas son la exudacion de liquido y proteinas plasmaticas (edema)
y la migracion de leucocitos, predominantemente neutroéfilos. La inflamacidn crénicas
de larga duracién y se asocia, histoldgicamente con la presencia de leucocitos y
macrofagos, angiogénesis, fibrosis y necrosis tisular.

Las reacciones vascular y celular de la inflamacién aguda y crénica estan mediadas por
factores quimicos derivados de proteinas plasmaticas o de células, y se producen en
respuesta o estan activadas por estimulos inflamatorios. Tales mediadores, actuando
aisladamente, en combinacién o en secuencia, amplifican a continuacién la respuesta
inflamatoria e influyen sobre su evolucién. Las mismas células o tejidos necréticos,
también pueden desencadenar la elaboracion de mediadores de la inflamacién. La
inflamacién termina cuando el agente agresor se neutraliza y los mediadores
segregados se fragmentan o disipan. Ademas, existen mecanismos activos
antiinflamatorios que sirven para controlar la respuesta y evitar que cause dafio
excesivo en el hospedero.
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3.3. Mediadores quimicos de la inflamacion

Los mediadores se originan en el plasma o las células. Los mediadores derivados del
plasma como proteinas del complemento y cininas, las cuales, estan presentes en el
plasma en forma de precursores que deben activarse, habitualmente por una serie
escisiones proteoliticas, para adquirir sus propiedades bioldgicas. Los mediadores
derivados de células estan normalmente secuestrados en granulos intracelulares que
necesitan segregarse (como la histamina) o son sintetizados de novo (prostaglandinas y
citocinas) en respuesta a estimulos. Las células representativas de la respuesta inmune
innata son las plaquetas, los neutrdfilos/macréfagos y los mastocitos, aunque las
células mesenquimales como endotelio, musculo liso, fibroblastos y epitelios también
pueden inducirse para elaborar algunos de éstos mediadores.

La produccidon de mediadores activos esta desencadenada por productos microbianos
o por proteinas del huésped, tales como las proteinas del complemento, cinina y
sistema de coagulacién que a su vez, son activadas por microbios y tejidos dafiados. La
mayoria de los mediadores lleva a cabo su actividad biolégica por la unién inicial con
receptores especificos sobre las células diana. Algunos, sin embargo, tiene actividad
enzimatica directa (como las proteasas lisosomales) o median el dafo oxidativo
(especies reactivas de oxigeno y nitritos). Un mediador puede estimular la liberaciéon
de otros mediadores por las mismas células diana, donde dichos mediadores
sintetizados de novo pueden ser idénticos o similares a los mediadores que
estimularon su produccion, teniendo actividades opuestas, proporcionando
mecanismos de amplificacion o contrarrestando la accidn inicial del mediador. Los
mediadores pueden actuar sobre uno o pocos tipos celulares diana, tiene diversos
blancos o incluso pueden tener diferentes efectos sobre distintos tipos de células.

3.3.1 Aminas vasoactivas.

Las dos aminas vasoactivas, histamina y serotonina, son especialmente importantes
por que se encuentran preformadas, y por lo tanto, estdn entre los primeros
mediadores que se liberan durante la inflamacién.

La histamina es secretada principalmente por los mastocitos situados en la periferia de
los vasos sanguineos. Esta se libera por degradacién en respuesta a varios estimulos
como agresion fisica, reacciones inmunitarias, anafilatoxinas, proteinas liberadoras de
histamina derivadas de leucocitos, neuropéptidos y citocinas. La histamina induce a la
vasodilatacion de las arteriolas y aumenta la permeabilidad vascular de las vénulas
cuando se une a los receptores H; de las células endoteliales.

La serotonina por su parte, estd presente principalmente en plaquetas y células
enterocromafines. Su liberacidn por parte de las plaquetas es activada cuando estas se
agregan tras contactar con la colagena, trombina, Adenosindifosfato (ADP) y complejo
antigeno-anticuerpo.

Se sabe que los niveles de histamina estan incrementados en pacientes con
periodontitis, siendo el tabaquismo un factor que exacerba su liberacién.* En un
estudio se observd que fibroblastos gingivales humanos expresaban el receptor H; de
histamina, y responden a ésta produciendo IL-8, dicha produccion fué sinérgicamente
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aumentada ante la coestimulacion con TNFa, IL-1a, y LPS través de la via se
sefalizacion de las MAPKs y NF-kB, resaltando la importancia de la histamina en la
amplificacién de la respuesta inmune en fibroblastos gingivales.®De igual manera, se
ha visto que el tratamiento de histamina en fibroblastos gingivales humanos promueve
la movilizacion de calcio intracelular de manera dependiente a la dosis, vy
sorprendentemente, dicha respuesta fué bloqueada ante el tratamiento con poli(l:C);
dicho efecto fue invertido ante el tratamiento de inhibidores selectivos de PKC y p38,
lo que sugiere que poli (I:C) regula la movilizaciéon de calcio inducida por histamina a
través de la activacién de PKC y p38.%*

3.3.2. Sistema complemento.

El sistema complemento de define como el conjunto de proteinas que funcionan en la
inmunidad innata y de adaptacién, asi como en la defensa contra agentes microbianos.
Las proteinas del complemento se encuentran inactivas en el plasma, y van de C1 a C9;
cuando se activan, se convierten en enzimas proteoliticas que degradan a otras,
formando una cascada de amplificacién enzimatica. El principal evento en la
elaboracion de las funciones bioldgicas de complemento es la activacion del tercer
componente, C3. La escision de C3 puede ocurrir por una de las 3 vias: la via clasica,
que se desencadena por la fijacion de C1 al anticuerpo (IgM o 1gG) combinado con el
antigeno; la via alterna que se desencadena por moléculas de superficie microbiana y
otras sustancias toxicas, en ausencia del anticuerpo, y la via lectina, en la cual, la
lectina del plasma fijadora de manosa se une a los carbohidratos de los microbios y
activa directamente al C1.

Las funciones bioldgicas del complemento entran en 2 categorias generales: lisis por
complejo de ataque a la membrana y los efectos de sus fragmentos proteoliticos.

e Fendmenos vasculares: C3a y C5a estimulan la liberacién de histamina, aumentando la
permeabilidad vascular. C5a activa la via lipoxigenasa del metabolismo de &acido
araquidonico en neutrdéfilos y monocitos, produciendo la liberacién de mediadores
inflamatorios.

e Adhesién, quimiotaxis y activacién de leucocitos: C5a es un poderoso agente
quimiotdctico para neutrofilos, monocitos, eosindéfilos y basdfilos.

e Fagocitosis: C3b y su producto de escisién iC3b (inactivo), cuando se fija a la pared de
la célula bacteriana, actian como opsoninas y favorecen la fagocitosis por neutréfilos y
macréfagos, que portan receptores en la superficie células para éstos fragmentos del
complemento.

C3 y C5 son los principales mediadores inflamatorios. Ademas de los mecanismos de
activacion comentados, estos pueden activarse por varias enzimas proteoliticas en el
exudado inflamatorio, como la plasmina y varias enzimas lisosomales liberadas por
neutréfilos. La activacion del complemento estd estrechamente controlada por
proteinas reguladoras en las células y en la circulacion. La presencia de estos
inhibidores en las membranas celulares de huésped les protegen del dafio inapropiado
durante las reacciones protectoras contra los microbios.
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Un gran numero de observaciones clinicas e histolégicas sugieren que el complemento
estd involucrado en el desarrollo de periodontitis. Fragmentos del sistema
complemento activados son encontrados abundantemente en fluido crevicular de
pacientes con periodontitis, mientras que estdn ausentes o en bajas concentraciones
en pacientes sanos.®*® EL fluido crevicular representa un exudado inflamatorio
contenido en el surco gingival.”® En general, el complemento puede ser encontrado en
el liquido crevicular hasta en un 70-80% de su concentracion en el suero, sin embargo,
ciertos fragmentos activados pueden ser encontrados en niveles mucho mas altos en
el liquido crevicular, reflejando la generacion local.”*”® Componentes del
complemento y sus productos escindidos que componen toda la cascada ha sido
encontrados en encias inflamadas crénicamente o en liquido crevicular de pacientes
con periodontitis crdnica. El liquido crevicular de pacientes con periodontitis, muestra
actividad hemolitica dependiente del complemento, sugiriendo su presencia en
exudados inflamatorios crénicos.”*7® Interesantemente, la induccion de inflamacion
gingival experimental en voluntarios humanos causa elevacidon progresiva de los
elementos escindidos del complemento, pudiendo asi, correlacionarlos con los signos
clinicos de inflamacién. Especificamente éste estudio evalud la escision del factor B, C3
y C4 en muestras de liquido crevicular, detectando respectivamente la conversidon de
Bb, C3a pero no de C4a, sugiriendo la activacién preferencialmente de la via
alterna.®®Por otra parte, el componente central del complemento C3 estd dentro del
5% de los genes que son desregulados después de la terapia periodontal.” Ademas, la
conversion de C3 en C3c en liquido crevicular decrece posterior a la terapia
periodontal.®Mecanicamente, la activacién del complemento puede promover la
inflamacién periodontal predominantemente via vasodilatacién de inducida por C5a,
incrementando la permeabilidad vascular y el flujo de exudado inflamatorio, asi como
el reclutamiento de células inflamatorias especialmente neutréfilos.3? Se ha
pensado que los neutrdéfilos son los elementos clave en el dafio inflamatorio mediado
por el huésped con periodontitis y pueden ser encontrados en gran cantidad en el
surco gingival. B3 Neutrofilos extravasados entran al surco gingival a través del
epitelio de unidn, el cual, bajo condiciones de inflamaciéon es ampliamente ocupado
(cerca del 60%) por el trafico de neutréfilos.®*Fig.3 Interesantemente, en el caso de
periodontitis agresiva, el angioedema gingival severo presente es vinculado con la
funcion desregulada del complemento, especificamente por deficiencia de del
inhibidor C1.%¢ Ademds, un polimorfismo de un solo nucleétido de C5 (rs17611), el
cual se asocia con el incremento de los niveles séricos de C5 y susceptibilidad a fibrosis
hepatica, fue mostrado por ser mas prevalente en pacientes con periodontitis que en
pacientes sanos.2”8Un estudio inmunohistoquimico mostré expresion débil de CD59
en tejido gingival de pacientes con periodontitis comparados con los controles sanos,
sugiriendo una proteccién reducida de esos tejidos enfermos contra dafio tisular
mediado por el complejo de ataque a membrana. Curiosamente, incluso cantidades
subliticas de C5b-9 pueden causar destruccién periodontal. Respecto a esto,
concentraciones no letales de C5b-9 inducen la activacion de PLA,, liberacion de acido
araquiddnico y sintesis de PGE,.%*®! Este mecanismo puede potencialmente causar
pérdida ésea periodontal, ya que induce la reabsorcién 6sea mediada por PGE2 en
cultivos de érganos de manera dependiente de C6.%

Las anteriores observaciones sugieren la participacion del complemento en la
inflamacién periodontal y patogénesis.
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Fig. 3. Efectos de C5a sobre el transito de neutréfilos hacia el surco gingival.Células inflamatorias, en
su mayoria neutrofilos, son atraidas hacia el surco gingival en respuesta a sefiales quimiotacticas como
la anafilatoxina C5a. Biochemical Pharmacology 2010.

3.3.3. Sistema cinina.

Este sistema produce péptidos vasoactivos de las proteinas plasmaticas denominados
cininégenos por la activacién de proteasa especificas denominadas calicreinas. La
activacidon del sistema cinina da lugar a la liberacidn del nanopéptido vasoactivo
denominado, bradicinina. La bradicinina aumenta la permeabilidad vascular y produce
contraccion del musculo liso, dilatacion de los vasos sanguineos y dolor, dichos
efectos, similares a los de la histamina. La cascada que finalmente produce cinina se
desencadena por la activacién del factor de Hageman (factor Xll de la via intrinseca de
la coagulacién) ante el contacto con superficies cargadas negativamente, tales como la
coldgena y membranas basales. Se produce el un fragmento del factor Xll que
convierte la precalicreina plasmatica en una forma proteolitica activa, calicreina, la
cual, escinde un precursor glucoprotéico del plasma, el cininégeno de alto peso
molecular para producir bradicinina. La accién de la bradicinina es de via corta por que
se inactiva rapidamente por una enzima denomina cininosa.

Se ha observado que la bradicinina estimula la producciéon de IL-8 en fibroblastos
gingivales humanos, ademas de que IL1-B y TNFa potenciaron la producciéon de IL-8.
Dicho efecto fue reducido en presencia del antagonista del receptor B2, HOE 140;
mientras el antagonista del receptor B1, Lys-(des-arg9,Leu8), no tuvo efecto. Ademas,
un el tratamiento con un inhibidor de PKC, BIS, redujo el efecto estimulatorio de
bradicinina con IL1-B y TNFa sobre la produccion incrementada de IL-8, pero no afectd
la produccion de IL-8 en células estimuladas solo con ambas citocinas, mostrando el
papel de bradicinina en la sobre regulacion de IL-8 en fibroblastos gingivales humanos
via PKC.2® En adicion, se mostré que la expresion del receptor B1y B2 en linea celular
osteoblastos humanos GM-63 y en fibroblastos gingivales humanos es mejorada por la
induccion de citocinas como IL-1p y TNFa; IL-13 mediante la via no candnica de NF-kB,
activacion de JNK y p38 pero no de ERK 1/2 y TNFa mediante la via candénica p50/p65,
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demostrando que la sobre expresiéon de los receptores B1 y B2 por citocinas
proinflamatorias puede ser un mecanismo importante en la formacién de
prostaglandinas, exacerbando a su vez, los procesos de reabsorcién 6sea.”® Se ha
demostrado que bradicinina tiene la capacidad de movilizar calcio intracelular en
fibroblastos gingivales humanos cuando se une a su receptor B2; ademads, se ha
evaluado el papel de bradicinina en la expresion de los receptores tipo toll, mostrando
gue bradicinina regula la expresiéon de TLR2 a nivel transcripcional y traduccional por
activacién de PKC y AKT, promoviendo el proceso inflamatorio.”*Con estas evidencias,
se enfatiza el rol de las cininas en la fisiopatogenia de la periodontitis.

3.3.4. Metabolitos del dcido araquiddnico. Prostaglandinas, leucotrienos y
lipoxinas.

Cuando las células se activan por diversos estimulos, los lipidos de membrana se
hidrolizan para generar mediadores lipidicos biolédgicamente activos que sirven como
sefiales intra o extra celulares, afectando una variedad de procesos bioldgicos
incluyendo la inflamacién y la homeostasia. Se piensa que los mediadores lipidicos
son autocoides u hormonas de poca amplitud que se forman rdpidamente, ejercen sus
efectos localmente y después decaen espontdaneamente o se destruyen
enzimaticamente.

El acido araquiddnico es un acido poliinsaturado de 20 carbonos (acido 5,8,11,14-
eicosatetraenoico) que se deriva de diversas fuentes o por conversién de un acido
graso esencial, el acido linoleico. No se encuentra libre en la célula pero se esterifica
normalmente de los fosfolipidos de la membrana. Se libera de éstos fosfolipidos por
accion de las fosfolipasas celulares (PLA;, PLA,, PLB, PLC, y PLD), que a su vez pueden
activarse por estimulos mecdnicos, quimicos y fisicos o por otros mediadores como
C5a. Los metabolitos del acido araquidénico, también denominados eicosanoides, se
sintetizan por dos clases principales de enzimas: ciclooxigenasas (prostaglandinas y
tromboxanos) y lipoxigenasas (leucotrienos y lipoxinas). Los eicosanoides se unen a los
receptores ligados a la proteina G en muchos tipos celulares y pueden mediar
practicamente en cada uno de los pasos de la inflamacién. Pueden encontrase en
exudados inflamatorios y sus sintesis aumenta en los sitios de inflamacion.

3.3.4.1. Ciclooxigenasa vy sus funciones. Via ciclooxigenasa

El cido araquiddnico se libera de los fosfolipidos de la membrana via hidrdlisis del
enlace sn-2 por la PLA,.”® Posteriormente es oxigenado por la ciclooxigenasa (COX)
para formar prostaglandina G, (PGG,) y subsecuentemente ser reducida por la misma
COX para formar prostaglandina H, (PGH,).”” La liberacién del 4cido araquidénico de
los fosfolipidos de la membrana celular determinan la cantidad de produccion de
eicosanoides que ocurre; por lo tanto, la PLA, determina los niveles de
eicosanoides.’® Se ha visto que 15 genes son responsables de codificar las diversas
enzimas PLA,que existen en mamiferos.'®
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Existen 3 diferentes clases de PLA,: PLA,secretadas (sPLA,), PLA,independientes de
calcio del grupo intracelular VI (GVI iPLA;) y PLA,citosdlicas del grupo IV (GIV cPLA,).

10 distintassPLA,de bajo peso molecular (14-19 kDa) han sido identificadas a la
fecha.’® Las sPLA,requieren calcio para hidrolizar el enlace sn-2 de los fosfolipidos y
utilizar His-Asp en su mecanismo catabdlico. Sin embargo, ha sido demostrado que las
sPLA; no tienen selectividad estricta por acidos grasos e inducen la liberacién de acido
araquiddnico en una manera independiente.’™

iPLA,tienen un alto peso molecular (85 kDa) comparado con sPLA,, y mantienen sus
actividad enzimdtica completa aun en ausencia de calcio. Se ha pensado que las iPLA;
son enzimas constitutivas y que juegan un rol importante en la remodelacién de la
cadena acil del fosfolipido.'® Aunque iPLA, no requieren calcio para su actividad
enzimatica, se ha reportado que son sobre-reguladas por calcio o factores
dependientes de calcio en algunos modelos celulares,® aunque su exacta regulacién
permanece bajo investigacion.

Mientras cada clase de PLA,; libera acido araquiddénico desde los fosfolipidos de las
membranas celulares, solo la cPLA,o parece tener como principal funcidn la liberaciéon
de 4cido araquidénico para la produccion de eicosanoides.’®!® Sy alta especificidad
por la posicién sn-2 del acido araquiddnico es responsable de su rol especifico. La
translocacidn de cPLA,o desde el citosol al aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y
membrana nuclear es sobreregulada en presencia de calcio intracelular, el cual se une
en el dominio C2 terminal-N de cPLAzoc.104 La unién del calcio al domino C2 permite
que el dominio catalitico interactte con el &cido araquidénico.'®® Se ha demostrado
que cPLA,a es sobreregulada por la fosforilacion de MAPK, cinasas de interaccion con
MAPK vy cinasa calcio-calmodulina 1'% |3 evaluacién en ratones
cPLAo. mutadosdemostré una produccion de eicosanoides disminuida, subsecuente
disminuciéon en la reactividad de vias aéreas, reproductividad femenina defectuosa y
disminucién en la agregacién plaquetaria.'®**! También, ratones noqueados para
cPLA,0. mostraron una disminucién en la incidencia y severidad de artritis.**?

En 1971, Sir John Vane reportd que la aspirina, salicilatos e indometacina inhibian la
sintesis de prostaglandinas de manera dependiente de la dosis. Se pensd que una sola
enzima COX era responsable de producir prostaglandinas, y subsecuentemente, de
varios efectos como dolor, inflamacidn, fiebre, agregacion plaquetaria y citoproteccién
gastointestinal. Se encontré que COX es un glicoproteina con grupo hemo unida a
membrana, muy abundante en reticulo endopldsmico de células productoras de
prostanoides. Dentro de sus principales acciones se encuentran la ciclacion del acido
araquidonico, en el cual un grupo hidroperdxido es afadido para formar
prostaglandina G, (PGG,), asi como la reduccién del naciente grupo hidroperéxido de
PGG, para formar un producto hidroxilado, prostaglandina H, (PGH,)."® Se ha
sefialado también que COX puede producir prostaglandina E; (PGE;) y otras
prostaglandinas cuando el 4cido linolénico gamma (DHLA) esta presente como sustrato
en lugar del 4cido araquiddnico.

En 1991, se encontrdé una segunda isoforma de COX, llamada COX-2. Aunque la original

COX-1 y COX-2 son similares en estructura y actividad catalitica, se observd que son
genéticamente distintas, ya que COX-1 esta codificada por el cromosoma 9932-9g33.3
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y COX-2 en el cromosoma 1g25.2-1925.3."*® COX-1 y COX-2 humanas son
homodimeros de 576 y 581 aminoacidos respectivamente que contiene oligosacaridos
ricos en manosa, uno de los cuales facilita su plegamiento. Un cuarto oligosacarido,
presente en COX-2, regula su degradacién. Considerando el 60% de identidad en su
secuencia, no es sorprendente que su estructura tridimensional sea muy semejante.
Cada subunidad del dimero consiste de 3 dominios: el domino del factor de
crecimiento epidermal (residuos 32-72), el dominio de unién a membrana (residuos
73-116) y el dominio catalitico que comprende la mayor parte de la proteina, el cual
contiene sitios activos ciclooxigenasa y peroxidasa sobre cada lado del grupo
prostético hemo.'***® Sobre el lado opuesto de la proteina desde el dominio de unién
a membrana, el sitio activo peroxidasa consiste en un grupo hemo posicionado en la
parte inferior de la hendidura. La estructura del sitio activo ayuda a explicar la
promiscuidad del sustrato especifica para la peroxidasa de COX, el cual reduce un
amplio rango de hidroperoxidasas orgénicas e inorganicas.””® Aunque el domo
hidrofébico puede aparentemente explicar la preferencia de la peroxidasa por
perdxidos organicos; mutaciones del domo en residuos de alanina tiene poco efecto
sobre la actividad peroxidasa o sustratos especificos.

El sitio activo de COX se localiza sobre el lado opuesto del grupo hemo, desde el sitio
activo de peroxidasa hasta la parte superior de un canal en forma de L que se origina
en el domino de unién a la membrana. La boca del canal consiste en el vestibulo, el
cual debe abrirse antes de que sustratos o inhibidores puedan pasar mas abajo del
canal. Cuando aminoacidos se unen al sitio activo de COX, el grupo carboxilo
permanece en la constriccién asi como el grupo metilo-m en la parte estrecha del
canal. Esto coloca al carbono 13 del aminoacido en la curva del canal en estrecha
proximidad con Tyr-385, la cual es un aminoacido importante cataliticamente
hablando para la reaccién de COX.

El primer paso en la conversién del acido araquidénico en PGG,, se efectua mediante
la extraccién del atomo de hidrégeno pro-S del carbono 13, y los pasos que siguen son
consistentes con el mecanismo de peroxidacion lipidica no enzimatica. La catadlisis por
COX requiere que la enzima sea primero activada, un proceso dependiente de la
actividad de peroxidasa. La reduccion de 2 electrones de un sustrato peréxido resulta
en la oxidacion del hemo férrico en un radical catidnico oxoferril porfirina. La
transferencia de un electrén al grupo hemo desde Tyr-385 de la proteina, genera un
radical tirosil en el sitio activo de COX. Este radical, como se sefiald anteriormente, se
coloca perfectamente para extraer el hidrégeno pro-S del carbono 13 del aminoacido,
iniciando la reaccidn de ciclooxigenasa. El paso final de la reaccidn es la reduccién del
radical peroxil al hidroperdxido para formar PGG,. Por lo tanto, COX activada puede
llevar a acabo multiples cambios sin necesidad repetir el paso de activacién. Después
de iniciada la reaccién, la funcidon primaria de la peroxidasa es reducir el
hidroxiperdxido 15 de PGG;, al correspondiente alcohol de PGH,."**'*'Fig. 4.
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COX-1 es constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos. Su gen, Ptgs-1,
codifica para un ARNm de 2.8Kb que es relativamente estable. En contraste, el gen de
COX-2, Ptgs-2, es un gen inmediato temprano que es activado por una amplia variedad
de estimulos inflamatorios y proliferativos, y el ARNm de 4kb cambia rapidamente
debido a la presencia de secuencias inestables en la regién 3° no traducida.”*’” La
diferencia en los patrones de expresidon génica ofrece una explicacién obvia para la
existencia de 2 isoformas de COX. Por una parte, se pensé que la produccién de PGs
dependiente de COX-1 regula multiples funciones constitutivas vy fisioldgicas, como la
produccién de Tromboxano A, (TxA,) por plaquetas, funciones de citoproteccion
gastrica en mucosa, sintesis de prostanoides compartamentalizados en nefronas los
cuales regulan diferentes aspectos de la fisiologia renal asi como la regulacion del
desarrollo en diferentes tejidos incluyendo el timo; mientras que COX-2 juega el rol
predominante en la formaciéon de prostaglandinas durante estados fisiopatoldgicos
como inflamacién y tumorogénesis. Dicha hipdtesis llevé al rapido desarrollo de
inhibidores selectivos para COX-2, los cuales poseen actividad antiinflamatoria sin
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efectos gastrointestinales.

Otra evidencia que apoya las diferencias en la expresion de ambas isoformas es que la
region promotora del gen de COX-1 humana carece de caja TATA y CAAT,'?
permitiendo la expresién constitutiva de COX-1 en la mayoria de las células, a
diferencia de COX-2 que posee multiples secuencias de regulacion transcripcional en
su regidn promotora, incluyendo caja TATA, motivos NI-IL6, 2 sitios AP-2, 3 sitios Sp1, 2
sitios NF-kB, un motivo CRE y una caja E. La expresidén de COX-2 puede ser inducida
por multiples citocinas y factores de crecimiento, via activacion de proteinas de
regulacion transcripcional que acttan sobre su sitio promotor.*”®  Asi, COX-2 es
aparentemente el controlador primario de la sintesis de PGE, en respuesta a la
inflamacién.

El acetaminofén es ampliamente usado como analgésico y antipirético, sin embargo,
no inhibe ni a COX-1 ni COX-2 en tejidos periféricos, por lo que Flower y cols.
postularon que el acetaminofén inhibia a una molécula desconocida de COX en el
cerebro.’® Chandrasekharan vy cols. aislaron y clonaron una variante de empalme de
COX-1 canina en 2002. Esta molécula designada como COX-3, difirie de COX-1 en que
un intron es incluido en el ARNm y expresion de proteina. La presencia del transcrito
ARNm de COX-3 con un tamafio aproximado de 5.2kB fue subsecuentemente
confirmado en células humanas; ademas se encontré que COX-3 estd presente en altas
concentraciones en tejido de corteza cerebral y cardiaco. La regulaciéon de la
transcripcién de COX-3 aparentemente es idéntica a la de COX-1. COX-3 es similar a
COX-1 y COX-2 en términos de estructura y funcidn enzimatica. Sin embargo, la
retencion del intron en COX-3 parece disminuir su actividad enzimatica en
comparacion con COX-1 y COX-2. Interesantemente, dosis terapéuticas de
acetaminofén inhiben COX-3 in vitro, por lo que acetaminofén representa un candidato
para la inhibicién de COX-3 en SNC.'*®

e Sintesis y funciones de prostaglandina E, (PGE,)

PGH, por si misma no juega un rol importante como un mediador inflamatorio. Mas
bien, sirve como sustrato de varias enzimas especificas que producen prostanoides
estables. Esos prostanoides incluyen a la PGE,, PGl, (prostaciclina), PGD,, PGF,a y
tromboxano A; (TXA,) y las enzimas que los producen a partir de PGH, se denominan
sintasas. Debido a que las prostaglandinas sintasas (PGS) tipicamente catalizan la
generacion de los productos finales activos, se les refiere como sintasas terminales.?®
Sin embargo, los mecanismos a partir de los cuales PGH; es convertida en un producto
u otro no son del todo bien entendidas.

PGE, es sintetizada a partir de PGH, por PGES citosdlicas (cPGES) o por PGES
microsomales/asociadas a membrana 1y 2 (mPGES-1 y 2). cPGES son constitutivas y
abundantemente expresadas, ademas de ser preferencialmente asociadas con COX-1.
La expresion de mPGES-1 es inducida por citocinas y factores de crecimiento similar a
COX-2, con los cuales se asocia. Esto sugiere la coordinada regulacién de COX-2 y
MPGES-1 por vias de sefalizacién similar, como la de NF-kB. Sin embargo, expresion
constitutiva de mPGES-1 en diversos tejidos y células también es reportada, mientras
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gue la expresiéon de mPGES-2 es sobre-regulada bajo condiciones patoldgicas como el
cancer.PGE; es transportada por la proteina 4 resistente a multidrogas dependiente de
ATP (MRP4) o por difusion a través de la membrana para actuar en o cerca de su sitio
de secrecién.127Después,PGEzactua localmente a través de su unidén con uno o mas de
sus cuatro receptores afines, EP1 a EP4.*2 Los receptores EP pertenecen a la amplia
familia de receptores de 7 dominios transmembranales acoplados a proteinas G, con
diferentes vias de sefializacion y segundos mensajeros. EP1 se acopla con Ga, y su
uniéon con PGE; promueve la elevacion del calcio libre citosdélico. La senalizacidon de
EP2 y EP4 mediado por Gaos incrementa el AMPc intracelular. EP3 e considera como un
receptor inhibitorio que se acopla con Go,; y disminuye la concentracion de AMPc.
Como regla para mediadores lipidicos de accidn local, PGE; no es almacenada pero es
rapidamente metabolizada. Las principales enzimas responsables de su rdpida
inactivacién son las enzimas citosdlicas ketoprostaglandina 15 reductasaA®™ e
hidroxiprostaglandina deshidrogenasa, las cuales, la ésta Ultima es desregulada en
cancer.**Fig. 5
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Fig. 5. Biosintesis de PGE,, interaccién con sus receptores a fin y principales rutas de accién
farmacoldgica. International Journal of Biochemestry & Cell Biology, 2010.

Ademas de otros prostanoides, se ha descrito que PGE,es un regulador de diversas
funciones fisioldgicas que van desde reproduccién de las neuronas hasta funciones
metabdlicas e inmunes. En el sistema nervioso central, PGE; esta implicada en la
regulacion de la temperatura corporal, actividad de vigilia y suefio, asi como
respuestas de hiperalgesia como parte del comportamiento de la enfermedad. Se ha
descrito también como un factor de la formacion y regeneracion ésea. Una de las mas
importantes caracteristicas de PGE,, es su actividad vasodilatadora, a través de la cual
participa en los procesos de implantacién del embridn y la modulacién hemodindmica
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del riion.**® Sin embargo, su efecto sobre la contraccién y relajacion de células del
musculo liso no son solo evidentes en recién nacidos y control en la presion
sanguinea, también en la motilidad gastrointestinal, donde es importante en la
coordinacion de movimientos peristalticos. Diferencias en la expresién y distribucion
de receptores EP en el tracto gastrointestinal determinan funciones adicionalesde
PGE; en el intestino. Ademas de la motilidad, PGE,es importante en la secrecion y
funciones de la barrera mucosa. La primera linea de defensa del sistema inmune
innato intestinal es la secrecion de mucinas, las cuales protegen la mucosa. La
secrecién de mucinas por las células epiteliales gastricas puede ser inducida por PGE,.
Ademas, en modelos de ratones lesionados, se demostré que PGE,protege pequefias
células epiteliales contra la apoptosis inducida por radiacion.**

En inflamacidn, tiene un particular interés debido a que esta involucrada en todos los
procesos fundamentales de los signos clasicos de la inflamacién: rubor, calor, tumor y
dolor.®® Rubor y edema resultan del incremento de flujo sanguineo hacia el tejido
inflamado mediado por incremento de la dilatacién arterial mediada por PGE; y
permeabilidad microvascular aumentada. La hiperalgesia es mediada por PGE; a
través de la sefalizacion del receptor EP1 y actuar sobre neuronas sensoriales
periféricas en el sitio de inflamacidn, asi como en zonas neuronales centrales. Debido a
ese rol en esos procesos basicos inflamatorios, se ha denotado a PGE,como un
mediador proinflamatorio clasico. La relevancia de las prostaglandinas durante la
promocién de la inflamacidn es enfatizada por la efectividad de los AINES, que actdan
como inhibidores de COX.**® Sin embargo, el rol de PGE,en la regulacién es cada vez
mas compleja. Estudios en ratones noqueados para receptores EP individuales
claramente revelé que no solo actia como mediador proinflamatorio, si no que
también ejerce respuestas antiinflamatorias.’?®. Como mediador proinflamatorio, PGE,
contribuye a la regulacién de perfiles de expresidn de citocinas en células dendriticas
(CDs) y ha sido reportado censar la diferenciacidon de células T hacia respuestas Thl o
Th2. Un reciente estudio demostré que la sefializacion EP-PGE, en CDs y células T
facilita la diferenciacion Th17 dependiente de |L-23.134 Adicionalmente, PGE, es
fundamental para inducir el fenotipo de migraciéon de CDs, permitiendo su migracién
hacia érganos linfaticos.”®® Simultaneamente, la estimulacién temprana con PGE,
durante la maduracién induce la estimulacion de moléculas coestimuladoras de la
superfamilia de TNF sobre células dendriticas, resultando en una activacion de células
T mejorada.®® En contraste, se demostré que PGE, suprime la diferenciacién Thi,
funciones de células B y reacciones alérgicas.**”*38

La desregulacién de COX ha sido descrita en la patogénesis de varias enfermedades y
en diferentes tipos de tumores.”®® La sobreexpresién de COX-2 conlleva a elevados
niveles de PGE,y es asociada particularmente con céncer de colon, pulmén y mama,**
aungue un reciente estudio encontré baja expresion de COX-2en cancer primario de
mama, comparado con el tejido sano que lo rodea.'*! Ademas, PGE, fué implicada en
varios procesos tumorogénicos, ademas de la involucracion de receptores EP
especificos. Por ejemplo, PGE,facilita la progresion del tumor a través de la
estimulacion de la angiogénesis via EP2, media la invasion celular y metastasis via EP4,
ademads de promover la supervivencia celular mediante la inhibicién de apoptosis via
numerosas sefiales de transduccion celular. Sin embargo, células tumorales inducidas
por PGE, han sido implicadas en la evasién de tumores y vigilancia inmunoldgica.*?
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Los mecanismos por los cuales PGE; participa en la supresiéon de respuestas inmunes
antitumorales pueden ser multifacéticas. Se demostré que células de cancer de
pulmén secretoras de PGE, inducen la expresion de Foxp3 en células TCD4+ vy
desarrollar un fenotipo regulatorio. Ademas, la presencia de PGE,puede mejorar la
funcidon inhibitoria ce células T reguladoras humanas. Adicionalmente, en ambientes
tumorales, puede afectar a las CDs alterando sus perfiles de expresién de citocinas,
resultando en una reduccién en la activacién de células T citotdxicas especificas
antitumorales.'®  Este hecho enfatizan la complejidad del sistema regulatorio de los
prostanoides, pero también ofrece prometedores blancos para la intervencion
terapéutica.

A ultimas fechas se esta estudiando el papel de COX-2 y sus productos en el desarrollo
y progresion de la enfermedad periodontal. Se demostré que la biopelicula subgingival
y no la supragingival induce la expresion de COX-2 la sintesis de PGE, e IL-6 en
fibroblastos gingivales humanos, regulando la destruccion del hueso alveolar,
implicando a ésta enzima y sus productos en la patogenia de la enfermedad
periodontal.**®

Por otro lado, la inmunohistoquimica en muestras de tejido gingival con anticuerpo
anti-PGEs, resulté positivas tanto en fibroblastos, células endoteliales, musculo liso
epitelio y células inmunes. Dichas células posteriormente fueron cultivadas y se evalué
la expresion de PGEs y COX-2, mostrando una mayor expresion de COX-2, mPGE-1 y
sintesis de PGE,, mientras mPGES-2 y cPGEs no mostraron alteracién en su expresion,
todo esto ante el estimulo de citocinas proinflamatorias. Ademads, se observé una
produccién disminuida de PGE, en fibroblastos noqueados para el gen de mPGE-1
comparados con fibroblastos normales, sugiriendo que dichas células son una fuente
importante de mPGEs-1, la cual contribuye a la sintesis de PGE, en periodontitis."** Lo
anterior concuerda con otro estudio donde se mostré mediante andlisis de western
blot y microarreglos que la expresién de ARNm y protéica inducida por mPGE-1 fue
sobre regulada por TNFa, acompafiada de la expresion de COX-2 y produccion de PGE,
via JNK y NF-kB, a diferencia de la expresion de mPGE-2 y cPGES, donde no hubo
diferencias en la expresion.'”®  De igual manera, el tratamiento con inhibidores
selectivos de COX-2 regulé la profundidad de bolsa y el sangrado al sondeo, lo que se
propone como un tratamiento adjunto en la terapia periodontal.**® Se ha demostrado
también que lipopolisacéridos de bacterias periodontopatégenas inducen la expresion
de COX-2 e iNOS y sintesis de PGE, en fibroblastos humanos gingivales humanos, dicho
efecto, fué parcialmente inhibido ante el tratamiento con un inhibidor de p38,
mostrando el papel de éstas células en la expresion de COX-2 y sintesis de PGE, y su
papel en la enfermedad periodontal.**’ Estas investigaciones aportan informacion
clave del rol de COX-2 y sus productos en la enfermedad periodontal.
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e Productos de la ciclooxigenasa e inmunidad innata

Los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) son la primera linea de defensa contra la
invasién bacteriana, asi como las primeras células que migran hacia sitios de
inflamacién. Las funciones bien caracterizadas de PMNs incluyen fagocitosis de
microorganismos o restos celulares, liberacion de enzimas proteoliticas, generacion de
especies reactivas de oxigeno, sintesis de citocinas, quimiocinas y mediadores lipidicos.
En los PMNs, el AA es metabolizado principalmente en leucotrienos por la lipoxigenasa
5 expresada constitutivamente, siendo LTB,4 el principal producto.**® Sin embargo, hay
estudios que indican que COXs y PGs estan involucradas en la respuesta de PMNs. La
capacidad de los PMNs humanos de sintetizar PG y Tx fue demostrado mas de 20 anos
atras.* ' E| factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF),
componentes de la pared celular bacteriana como LPS o LTA, TNFa y péptidos
quimiotdcticos inducen la sintesis de PGE, en PMNs.}*?*! Recientes han ampliado
esas observaciones, mostrando que la sobre-regulacion de COX-2 explica en gran
medida la produccién elevada de prostanoides posterior a la activacion de PMNs in
vitro. ¥ De hecho, LPS y LTA, ésteres de forbol, citocinas y factores de crecimiento
sobreregulan la expresion de COX-2 concentraciéon y tiempo dependiente.

Las células dendriticas, tanto CDs maduras como inmaduras son muy sensibles a PGE,,
aunque PGE; puede ejercer diferentes efectos en funcién de su fenotipo y condiciones
de maduracién y activacion.** " De hecho, PGE, mejora la produccién de IL-12 en
células dendriticas inmaduras estimuladas por TNFa, IL-1B e IL-6.°%1%%  Dyrante la
migracién, PGE,actlda como un cofactor, sincronizando la capacidad de IL-13 y TNFa
con IL-6 para inducir CDs totalmente diferenciadas, donde aproximadamente 100
veces menos de IL-1 e TNFa son requeridos junto con PGE, para éste efecto.’®*'%®
160163 Ademads, administracién exégena de PGE,en CDs maduras muestra una
disminuciéon en la produccién de IL-12 y por lo tanto, una menor capacidad en
promover la respuesta Thl, aunque la liberacidon de IL-12 en éstas células no es
influenciada Unicamente por PGE,, se sugiere que de las CDs para producir IL-12 una
vez que han migrado a los nédulos linfaticos, puede ser influenciada por el
microambiente inflamatorio.**”**°

Los monocitos y macroéfagos juegan un rol esencial en la defensa del hospedero contra
patdgenos, participan en varios tipos de inflamacidn crénica y también pueden actuar
en como células presentadoras de antigeno, aunque en menor capacidad que las
CDs.’®*'®  Los monocitos migran al azar a varios 6rganos y cavidades corporales,
donde ellos se pueden diferenciar en macréfagos.®®**” Durante la inflamacién o
infecciones locales, quimiocinas, varios péptidos o mediadores no peptidicos como
mediadores lipidicos, son generados localmente para estimular la migracién vy
diferenciacién de los monocitos en macréfagos residentes, los cuales, tanto su
morfologia, funcion y propiedades varia dependiendo del tejido de residencia. Toxinas
bacterianas como LPS e IL-1p potencialmente inducen a la expresién de COX-2 en
macrofagos, tanto en agentes que inducen la transcripcién bajo el control de NF-kB,
asi como la estabilizacion de ARNm de COX-2.'%¥'7%  E| efecto de TNFa sobre la
expresion de COX-2 en macréfagos humanos es controversial. De hecho, se ha
reportado que TNFa no tiene efecto para inducir ni para inhibir la expresion de COX-2
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en funcién del tiempo de exposiciéon.”**”> Lo que puede sugerir que TNFo puede

jugar un rol tanto pro como antiinflamatorio durante la inflamacién, regulando la
funcion del gen de COX-2 de manera dependiente del tiempo. IFNy es la principal
citocina que activa a macrdfagos y potencia el efecto del LPS sobre la expresion de
COX-2 en macréfagos de ratones,176 mientras éste no tiene mucho efecto en
macréfagos de humanos*”®'’* e incluso inhibe la expresion de COX-2 en macréfagos
tratados con IL-1.7° Quimiocinas asociadas con células Th2 como IL-4, IL-10 e IL-13
suprimen la induccién de COX-2 estimulada por LPS a nivel transcripcional en
monocitos circulantes.'’”'”® Una vez estimulados, los macréfagos liberan citocinas
proinflamatorias como IFNy y PGE;, algunas de las cuales, pueden participar en la
regulacion autdcrina de la expresion de COX-2. En adicidn, es probable que PGE,
derivada de monocitos y macréfagos actué también como sefial pardcrina
condicionando la presentacién de antigeno de las CDs de los alrededores.

Moléculas de expresién del complejo principal de histocompatibilidad clase I, las
cuales son cruciales para la presentaciéon de antigeno, han sido reportadas por ser
inhibidas por PGE, en macréfagos de ratén;'”° pero no en humanos.™® Produccién de
IL-12 después de la estimulacidn de LPS es inhibida de manera dependiente de la dosis
de PGE, en monocitos humanos, similar a lo observado en CDs maduras;'®
Interesantemente, se requieren menores concentraciones de PGE, (1x10'9) para la
inhibicién de IL-12 en monocitos comparado con las dosis requeridas para la directa
desregulacién de secrecién de citocinas Thl por células T.®**!  Resumiendo, los
macréfagos son capaces de secretar tanto PGE, como IL-12 durante la presentacion de
antigeno, y el balance entre esos 2 factores solubles puede determinar si las células T
se diferencian tanto en células Th1 o Th2.'8

PGE, es uno de los principales inhibidores fisiolégicos de citotoxicidad causada por
células asesinas naturales (NK) tanto humanas como de ratén.’®*! Células NK CD56+
son predomientemente responsables de incrementar la habilidad de células
mononucleares de vasos periféricos para lisar células tumorales resistentes a NK
después de la estimulacion con IL-2, generando células asesinas activadas por
linfocinas (LAK). Células LAK son altamente citotdxicas contra una amplia variedad de
células tumorales, pero no de células dafiadas. PGE, también suprime la citotoxicidad
de células LAK in vitro. Paradéjicamente, indometacina de manera dependiente de la
dosis mejora la actividad de células LAK aisladas de bazo de ratén después de 14-21
dias de tratamiento.’®® La capacidad inhibitoria de PGE, sobre la actividad litica de
células NK parece jugar un papel fisiolégico importante en la barrera materno-fetal
durante la gestacién en humanos y roedores. De hecho, se ha reportado que PGE2 es
uno de los principales agentes inhibitorios de células NK, la cual contribuye a la
supresion inmunoldgica de células deciduales.'®1%%1%4
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3.4. Citocinas proinflamatorias

La citocinas son pequefias proteinas no estructurales con peso molecular alrededor de
8 a 40000Da. Originalmente fueron llamadas linfocinas y monocinas para indicar su
fuente celular, pero posteriormente, el término citocina evidencié una mejor
descripcién ya que casi todas las células nucleadas son capaces de sintetizarlas, y a su
vez, responder a ellas. No existe ningin motivo en la secuencia de aminodcidos o
estructura tridimensional que permita relacionarlas; mas bien, sus actividades
bioldgicas permiten agruparlas en diferentes grupos. En mayor parte, las citocinas
estdn implicadas principalmente en las respuestas del huésped frente a enfermedades
o infecciones, a diferencia de los mecanismos de homeostasis.

Anteriormente se pensaba que las citocinas eran andlogas de las hormonas; sin
embargo, no es una comparacion correcta ya que las hormonas tienden a ser
constitutivamente expresadas por tejidos altamente especializados, y las citocinas son
sintetizadas por casi todas las células, ademas de que las hormonas son expresadas en
respuesta a sefiales de control homeostatico, muchos de los cuales forman parte de un
ciclo diario. En contraste, la mayoria de los genes de las citocinas no son expresados (al
menos a nivel traduccional) a menos de estimulos especificos por agentes nocivos. De
hecho, se ha puesto de manifiesto que la activacion de la expresion de genes de
citocinas es casi idéntica a la de los factores de estrés celular, como luz UV, choque
térmico, hiperosmolaridad, o la activacién de receptores que activan a las proteinas
cinasas activadas por mitégeno (MAPKs), las cuales, fosforilan factores de transcripcion
para la expresién de genes. Por supuesto que los productos de la inflamacion e
infeccidn también usan la via de las MAPK para iniciar la expresion génica de citocinas.
Actualmente hay cerca de 36 citocinas con el nombre de interleucinas,'® otras
citocinas han conservado su original descripcidon biolégica como el TNFa. Algunas
citocinas promueven claramente la inflamacién y son llamadas citocinas
proinflamatorias, mientras que otras como IL-4, IL-10 e IL-13 suprimen la actividad
inflamatoria de las proinflamatorias como IL-1, TNF y quimiocinas, denominandose
antiinflamatorias.

El interferén-y (IFNy) es otro ejemplo de la naturaleza pleiotrépica de las citocinas.
Como el IFNa e IFN, el IFNy posee actividad antiviral. IFNy es también un activador
de la via que permite la citotoxicidad de las células T; sin embargo, IFNy es
considerado una citocina proinflamatoria debido a que aumenta la actividad del TNFy
oxido nitrico.

El concepto de que algunas citocinas funcionan primariamente para inducir la
inflamacién mientras que otras la suprimen, es fundamental en la biologia de las
citocinas y en las implicaciones clinicas. Por ejemplo, genes que son proinflamatorios
son de tipo PLA;, COX-2 y oxido nitrico sintasa inducible. Esos genes codifican para
enzimas que incrementan la sintesis de factor activador de plaquetas, prostanoides y
oxido nitrico. Otra clase de genes que son proinflamatorios son las quimiocinas, las
cuales son péptidos pequefios de 8000Da. que facilitan el transito de leucocitos de la
circulacién sanguinea a los tejidos, como la quimiocina quimioatrayente de neutrdfilos
IL-8, la cual activa a neutrdfilos para degranulacién y causar dafio tisular. IL-1 y TNF son
inductores de moléculas de adhesiéon endotelial, las cuales son esenciales para la
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adhesién de leucocitos a la superficie endotelial previo a la migracién hacia los tejidos.
En conjunto, la inflamacidn mediada por citocinas es una cascada de productos génicos
usualmente no producida en salud. Ya sea inducida por una infeccién, trauma,
isquemia, células T activadas o toxinas, IL-1 y TNF inician la cascada de mediadores
inflamatorios. Citocinas antiinflamatorias bloquean el proceso o al menos lo suprimen.
IL-4, IL-3, IL-10 y el factor de crecimiento transformante-B (TGF(B) suprimen la
produccién de TNF e IL-1, quimiocinas como IL-8 y moléculas de adhesién vascular.
Por lo tanto, un equilibrio entre los efectos pro y antiinflamatorios determina el
resultado de la enfermedad, ya sea a corto o largo plazo. De hecho, algunos estudios
han sugerido que la susceptibilidad de enfermedad esta determinada genéticamente
mediante el balance o la expresién tanto de citocinas pro como antiinflamatoria. No
obstante, la supresion del gen e IL-10 resulta en el desarrollo espontaneo de
enfermedad intestinal inflamatoria mortal. Supresién del gen del gen TGF1 también
resulta en enfermedad inflamatoria espontanea. En ratones deficientes del
antagonista del receptor IL-1 (IL-1Ra) se observa una enfermedad espontanea parecida
a artritis reumatoide.

3.4.1. IL-1y TNF

Los mecanismos de accidon de TNF e IL-1 son sinergicos. Claramente, ambas citocinas
son producidas en sitios de inflamacion local y por lo tanto, el efecto neto debe ser
considerado al hacer correlaciones entre niveles de citocinas y severidad de la
enfermedad. Hay también sinergismo entre bradicinina e IL-1, asi como entre la IL-1 o
TNF y factores de crecimiento mesenquimal. El factor mas relevante en el dolor es el
incremento de PGE, estimulado por IL-1 y/o TNF. IL-1 también reduce el umbral al
dolor principalmente mediante el aumento en la sintesis de IL-1.1%

La IL-1 es una citocina producida por miultiples estirpes celulares en respuesta a TNF,
principalmente por macrdfagos activados. Se produce en grandes cantidades en
respuesta infecciones, cualquier tipo de lesidn o estrés. Es un mediador clave en la
respuesta inflamatoria que ocasiona fiebre, neutrofilia, y produccion de proteinas de la
fase aguda. La familia de citocinas IL-1 esta conformada por 3 isoformas:

4, IL-1a: La cual es mayormente intracelular y termina adherida a la membrana
celular con ciertos efectos paracrinos en el entorno de la célula secretora
e |IL-1P: Es secretada a la circulacién e interacciona con 2 tipos de receptores.
0 Tipo I: Se encuentra en la mayoria de las células del cuerpo y parece ser el
mediador de las respuestas clasicas de la IL-1.
0 Tipo Il: Se encuentra sobre linfocitos B, monocitos, neutréfilos y células de
médula ésea
e |L-1RA: es inhibitoria sobre las otras 2 formas actuando como antagonista, impidiendo
la unién de IL-1a. y B a sus respectivos receptores.

A pesar de las diferencias estructurales de IL-1a e IL-13, ambas moléculas se unen al
mismo receptor. Las 3 moléculas son sintetizadas a partir de genes localizados en el
cromosoma 2. IL1a e II-1f son fragmentos e 17 kDa originados a partir de moléculas
precursoras inactivas de unos 30kDa, llamadas pro IL-1a y pro IL-1p.
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En humanos, el bloqueo de la actividad de IL-1, particularmente de IL-1f, ha sido
terapéuticamente importante en la medicina. Por otra parte, IL-1RA es un inhibidor
especifico de la actividad tanto de IL-1a. como IL-1[, mientras IL-1F5 e IL-1F7 parecen
funcionar como inhibidores no especificos de la inflamacién y respuesta inmune
innata.”®”**® Una de las adiciones mas recientes de la familia de IL-1 es IL-33, la cual
es el ligando del receptor huérfano ST2.'®° IL-33 juega un rol importante en las
funciones de mastocitos y controla la alergia y respuestas Th2. Similar a IL-1a, IL-33
puede actuar a través de su receptor de superficie ST2, ademads de ser una citocina
intracelular que puede funcionar como un factor nuclear de unién al ADN.2%%2%

A diferencia de otras familias de citocinas, la familia de IL-1 ejerce control sobre la
inflamacién tanto a nivel de receptor como a nivel nuclear. Miembros de ésta familia
poseen activadores y supresores de la inflamacién. IL-1Ra se une fuertemente a IL-1R y
bloguea la actividad tanto de IL-1a e IL-1f3. La administracion de IL-1RA estd aprobada
en varios paises para el tratamiento de los signos, sintomas y destruccion articular de
la artritis reumatoide.

Por muchos afos, ha habido un gran interés en la habilidad de IL-1 para dafiar las
células beta pancredticas productoras de insulina,®**® ya que varios estudios en
humanos han demostrado el rol de IL-1p en diabetes. Se observé que la administracién
de IL-1RA mejord el control glicémico y la funcidén de las células beta productoras de
insulina.?®* En adicion, la utilizacién de anticuerpos monoclonales anti-IL-13 también
mejord el control glucémico y la funcién de células beta en pacientes con diabetes tipo
2.2 Ppor lo tanto, la destruccién de las células beta productoras de insulina parece
ser una enfermedad autoinflamatoria mediada por IL-1p.

3.4.2. Papel de las citocinas en Ila reabsorcidon dsea. Sistema
RANK/RANKL/OPG

Aunque las investigaciones en la patogénesis de la enfermedad periodontal han sido
tradicionalmente enfocadas en el rol de la infeccién bacteriana, en las ultimas dos
decadas se ha incrementado el interés en los factores de respuesta del huésped que
controlan la enfermedad periodontal.?®® Ahora se sabe que las respuestas inmune e
inflamatoria son importantes en la patogénesis de la periodontitis, aunado a las
factores intrinsecos (como factores genéticos) y extrinsecos (como la dieta)
relacionados con el huésped.?°”2%8

La destruccién y reabsorcién alveolar son caracteristicas muy importantes en
periodontitis, las cuales estan dadas por el incremento en la concentracién de
mediadores inflamatorios. Fig. 6

El principal mecanismo que regula la reabsorcién y aposicién dsea que ocurre durante
la remodelacién dsea es la relaciéon del ligando del receptor activador del factor
nuclear-kB (RANKL) con la osteoprogeterina (OPG), 211 y éste mecanismo
probablemente contribuye a la pérdida de hueso observada en peridontitis. RANKL
estd presente en varios tipos celulares y une a RANK sobre precursores de
osteoclastos, provocando su diferenciacién en células tipo macréfagos activos que
secretan enzimas que degradan la matriz ésea. OPG es un receptor soluble de RANKL
gue previene la interaccion RANK-RANKL. A altas concentraciones de OPG, RANKL no
se une a precursores de osteoclastos y por ende, la pérdida dsea se ve abatida. Niveles
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de OPG son regulados por el factor transformante-f relacionado con las proteinas
morfogénicas 6seas, mientras que la sintesis de RANKL es inducida por citocinas
proinflamatorias como IL-13 y TNF. Por consiguiente, el incremento en la
concentracion de citocinas proinflamatorias en tejidos periodontales sanos pueden
directamente afectar la pérdida 6sea por incremento en la relacion RANKL/OPG.
Estudios en animales con enfermedad periodontal han mostrado que otros
mediadores inflamatorios del hospedero, también contribuyen a la reabsorcién
6sea.?’*?* En ratones con periodontitis, la resorcién 6sea fue disminuida después de
la administracion de receptores sefiuelo para IL-1a, IL-13 o TNF22214215 56 como en
ratones deficientes de IFN-y, IL-6 o el receptor 1 para TNF,m"216 demostrando una
relacién entre la respuesta inflamatoria y las manifestaciones clinicas de periodontitis.
En adicion. Ratones deficientes tanto en selectina-E y selectina-P o IL-10
espontaneamente desarrollaron periodontitis.”*”*'® Bajos niveles de selectina-E son
encontrados en tejidos periodontales sanos®®?® y se piensa que contribuyen al
transito de neutrdfilos a través del periodonto.?*!Sin embargo, no se observé el
desarrollo de periodontitis tras la administracién de antibidticos en ratones deficientes
tanto en selectina-P como E,**” confirmando la contribucién de bacterias orales en la
enfermedad. lgualmente, la enfermedad espontdnea observada en ratones
noqueados para IL-10 resalta la importancia de IL-10 en la prevencidén de la
sobreexpresion de componentes del sistema inmune innato, que son expresados en
respuesta a bacterias orales comensales. El desarrollo de enfermedad en ausencia de
IL-10 demuestra que un balance entre mediadores pro y antiinflamatorios es necesario
para mantener el estado de salud periodontal. Por lo tanto, la enfermedad espontanea
en esos ratones noqueados es debido a una disrupcién en el balance normal entre
flora comensal y el estado de respuesta inmune innata del tejido periodontal.

En cepas de ratones transgénicos con sobreexpresién de IL-la, la enfermedad
periodontal se desarrolla adn con la administracidon de antibiéticos, demostrando que
es posible el desarrollo de periodontitis debido a la excesiva produccién de
mediadores inflamatorios en ausencia de componentes bacterianos. En consecuencia,
la pérdida 6sea puede resultar de la disrupcidn de esos mediadores, consistente en la
hipdtesis que diferentes disrupciones en la homeostasis del tejido periodontal puede
desencadenar una excesiva inflamacién y como resultado, una enfermedad.
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Fig. 6. Alteracién microbiana en la homeostasis 6sea que permite la pérdida ésea. El aumento de
citocinas como IL-1b activa a las MMPs y subsecuente degradacion de la matriz extracelular; mientras el
TNF se une a su receptor RANK , activando la reabsorcidn ésea por accién osteoclastica. Journal of
Periodontology, 2008.
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Durante la respuesta inflamatoria de los tejidos periodontales, como ya se menciond
anteriormente, hay liberacion de citocinas, quimiocinas y otros mediadores
inflamatorios, los cuales, tiene la capacidad de estimular a los osteoblastos periostales,
alterando sus niveles de expresion fisioldgicos.??*2%® Diversos estudios se enfocaron en
investigar las concentraciones de RANKL y OPG en tejidos gingivales y liquido crevicular
extraido de paciente con periodontitis crénica;>*’2** en algunos de esos pacientes, se
encontrd un incremento en las concentraciones de RANKL soluble sin cambio en los
niveles de OPG en pacientes con periodontitis comparado con los niveles de pacientes
sanos.??%®  gin embargo, una relacion reciproca fue también encontrada, en los
cuales la expresion de RANKL fue mas alta y los niveles de OPG mas bajos en tejidos
gingivales enfermos comparados con los controles.° Y ésta misma relacién, ha sido
encontrada a nivel de ARNm de RANKL/OPG extraido de tejido gingival de pacientes
con periodontitis.?*?

Ademas de los osteoblastos, RANKL es expresado por fibroblastos y linfocitos T y B.
Linfocitos T y B activados aislados de tejidos gingivales de pacientes con periodontitis,
parecen ser una fuente muy abundante de RANKL*?”%%?*®* Epn un estudio, se
encontraron células T y B predominantemente del tipo celular mononuclear en tejido
gingival con periodontitis, de las cuales el 45% correspondia a células T, 50% a células B
y 5% a monocitos, expresaban RANKL comparados con los linfocitos de tejidos
gingivales de pacientes sanos.??” Sin embargo, los linfocitos B parecen no requerir la
presencia de linfocitos T para inducir a la reabsorcién dsea. En un modelo de ratones
atimicos con periodontitis e inyectados con linfocitos B, la expresién de RANKL y la
correspondiente induccidn de diferenciacién de osteoclastos fue mayor en las ratas
que recibieron el trasplante de células B provenientes de animales inmunizados con
Aggregatibacter actinomycetemcomitans comparado con los trasplantados con células
B de animales no inmunizados.?*®

Estos hallazgos relacionan el papel fundamental de RANKL en la induccién de
osteoclastogénesis en la enfermedad periodontal.
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4. Receptores tipo Toll (TLR)

Los TLR son proteinas conformadas por un dominio extracelular rico en motivos de
leucina (LRR), un dominio transmembranal y un dominio intracelular homdlogo a la
porcién interna del receptor de IL-1 (TIR). A la fecha, 11 de los 13 TLRs han sido
identificados en humanos donde cada uno reconoce PAMPs derivados de diferentes
microorganismos, incluyendo virus, bacterias protozoos y hongos. Fig. 7

Fig. 7. Estructura molecular de los TRL. A: Dominio extracelular rico en motivos de leucina (LRR), B: Domino
transmembranal y C: Dominio intracelular homologo al receptor de IL/Toll (TIR).Seminars in Immunology, 2007.

Los TLRs son clasificados en varios grupos dependiendo del ligando que reconocen. Los
TLR 1, 2, 4 y 6 reconocen lipidos. Por ejemplo, el TLR4 junto con sus componentes
extracelulares como MD-2 y CD14 reconocen lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram-,
la cual causa shock séptico. EL TLR2 forma heterodimeros con TLR1 y TLR6 y no TLRs
como CD36 para discriminar una amplia variedad de PAMPs, incluyendo
peptidoglicano, lipopéptidos y lipoproteinas de bacterias Gram+, lipopétidos de
micoplama y zimosan de hongos. En particular, TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6 pueden
discriminar triacil y diacil lipopéptido respectivamente. En adicidn, se hipotetiza que el
TLR10 tambien se heterodimeriza con TLR2 y TLR1, aunque los ligandos permanecen
desconocidos.”®® EI TLR5 es expresado abundantemente en células intestinales de la
ldmina propria, donde reconoce flagelina.2*?*” Una tercera clase de TLRs incluyen el
TLR3, 7, 8 y 9, cuya localizacién intracelular permite detectar acidos nucleicos
derivados de virus y bacterias. EL TLR3 reconoce ARN de doble cadena (dsRNA), el
cual, es producido por varios virus durante su replicacion. El TLR7 reconoce moléculas
tipo imidazoquinolonas, andlogos de guanosina asi como loxiribina y ARN de doble
cadena (ssRNA) derivado de varios virus y pequefios ARN interferentes. El TLRS, el cual
es altamente homdélogo al TLR7, participa en el reconocimiento de imidazoquinolonas
y ssRNA. Ha sido reportado que el TLR8 es expresado sobre células T reguladoras, y
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directamente reconoce oligonucleétidos de ADN que contiene poliG. Este
reconocimiento puede revertir la funcién supresiva de las células T reguladoras sin
requerir la activacion de células dendriticas. El TLR9 reconoce motivos CpG en ADN
presentes en genomas virales y bacterianos asi como también acidos no nucleicos y
hemozoina del parasito de la malaria.

Peptidoglycan (Gram-positive)
Lipoteichoic acids (Gram-negative)
Lipcproteins LPS (Gram-negative)

Lipearabinomannan Endogenous ligands
(Mycobacteria)
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Fig. 8. Familia de los TLR.En humanos se han caracterizado hasta la fecha 11 diferentes TLR, de los
cuales 9 se sabe su funcién. Los TLRs 1, ,2, 4, 5 y 8 estan localizados en la membrana celular; mientras
los TLR 3, 7 y 9 se encuentran en membranas endosomales. Nature Reviews Immunology, 2007.

4.1. Dominio TIR

Después del reconocimiento de los PAMPs, los TLRs activan cascadas de sefializacion
intracelular que inducen a genes que codifican para la sintesis de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-1f3, IL-6 e IL-12. La sefializacién de los TLRs también
provoca la sobre regulacion de moléculas co-estimulatorias sobre células dendriticas,
un paso que es crucial para la induccidon de respuestas inmunes adaptativas para
patégenos especificos. Ademas, varios TLRs controlan la sintesis IFN tipo |, que permite
activar respuestas antivirales.

EL reconocimiento de los PAMPs estimula el reclutamiento de un conjunto de
adaptadores intracelulares hacia el dominio TIR, incluyendo MyD88, TIRAP, TRIFy
TRAM via interacciones TIR-TIR. 22 MyD88 es un adaptador universal que activas vias
de sefalizacidn inflamatorias, y es compartido por todos los TLRs con excepciéon del
TLR3. EL reclutamiento de MyD88 permite la activacién de las proteinas cinasa
activadas por mitégeno (MAPKs) ERK, JNK y p38 asi como la translocacion del factor
nuclear kB (NF-kB), controlando la expresion de genes de citocinas inflamatorias.
TIRAP activa una via de sefializaciéon dependiente de MyD88 rio debajo de TLR2 y TLR4.
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TRIF es reclutado por TLR2 y TLR4 activando una via alterna (via dependiente de TRIF)
que culmina en la activaciéon de NF-kB, MAPKs y el factor de transcripcion IRF3. La
activacidon de IRF3 es esencial para la induccion de IFN tipo 1, particularmente IFN.
TRAM participa selectivamente en la activacién de la via dependiente de TRIF rio
debajo de TLR4, pero no de TLR3. Recientemente, se demostré que SARM, una
molécula adaptadora adicional, inhibe la via dependiente de TRIF en lineas celulares
humanas; sin embargo, la funcién fisiolégica de SARM en ratones permanece
desconocida.”®® Colectivamente, cada TLR recluta una combinacién especifica de
moléculas adaptadores que les permite activar diferentes factores de transcripcion,
aumentando respuestas apropiadas y efectivas para cada tipo e patégenos

4.2. Via dependiente de MyD88

La asociacion de los TLRs y MyD88 estimula el reclutamiento de los miembros de la
familia de IRAK, incluyendo IRAK1,IRAK2, IRAK e IRAK-M. En particular, IRAK4 es
indispensable para la via de activaciéon dependiente de MyD88. Una vez fosforilada,
IRAK se disocia de MyD88 e interactua con TRAF6, un miembro de la familia TRAF.
TRAF6, una ligasa E3, forma un complejo con Ubc13 y UevlA para promover la sintesis
de cadenas de poliubiquitina unidas a la lisina 63, la cual en turno activa a TAK1 y
MAPKKK.2*® TAK1 en combinacién con TAB1, TAB2 y TAB3 activan 2 vias rio abajo
involucradas con el complejo IKK y la familia MAPK.

El complejo IKK, compuesto de IKKa, IKKB y la subunidad regulatoria IKKy/NEMO
catalizan la fosforilacién de las proteinas IkB. Esta fosforilacién es necesaria para la
degradacion de kB y la subsecuente translocacién de del factor de transcripciéon NF-kB
al ndcleo, controlando la expresion de varios genes. Miembros de las familia de las
MAPK, fosforilan y activan al factor de transcripcion AP-1, un dimero de proteinas de
regién basica de zipper de leucinas con Jun, Fos, ATF y subfamilias de Maf.?** Entre
ellos, c-Jun esta implicado por tener un rol central en respuestas inflamatorias en
sefializacion por TLR. Células derivadas de ratones deficientes de TAK1
consistentemente muestran reducida produccidon de citocinas proinflamatorias vy
afectada activacién de MAPK y NF-kB en respuesta a varios ligandos de TLRs, indicando
un esencial y no redundante rol de TAK1 en la activacion de vias de sefalizacion NF-kB
y MAPK.2* Sin embargo, los sustratos de TAK1, los cuales son responsables de la
activacion de complejos IKK y MAPK permanecen desconocidos.

Aunque analisis in vitro han implicado a Ubc13 en la activacidon de NF-kB y MAPK, via
ubiquitinizacidon de TAK1, estudios en ratones con en el gen de Ubc13 eliminado de
varios tejidos, han mostrado que hay un rol indispensable en la activacién de NF-[1B.2*
Macrofagos deficientes de Ubcl3 muestran defectos en la induccién de citocinas
proinflamatorias después del tratamiento con multiples ligandos para TLRs, asi como
también una activacién afectada de las MAPK, pero no en la activacion de NF-kB.
Importantemente, la activacion de TAK1 y ubiquitinizacion de TRAF6 fueron
normalmente observadas en ausencia de Ubcl3. Dado que TAK1 y TRAF6 son
esenciales para la activacion éptima de MAPK y NF-kB en sefializacidn por TLR, es
posible que Ubc13 activa la via de las MAPK independientemente de TAK1/TRAF6 o
que estd localizada rio debajo de TAK1/TRAF6. Alternativamente, otras 2 enzimas E2
como Ubc5 pueden compensar la pérdida de funcién de Ubc13 por activacion de la via
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dependiente NF-xB TAK1/TRAF6 in vivo. Notablemente, en células deficientes de
Ubc13, hay una reduccion en la estimulacion de ubiquitinizacion de IKKy/NEMO,
sugiriendo una unidn entre la ubiquitinizacion IKKy/NEMO vy la activacién de las
MAPK.2#

4.3. Viadependiente de TRIF

Ratones deficientes de MyD88 han mostrado una falla para activar NF-kB y MAPK y
producir citocinas proinflamatorias en respuesta a ligandos especificos para TLR2, 5, 7
y 9. Aunque macréfagos deficientes de MyD88 también muestran fallas en la
produccién de citocinas proinflamatorias, en respuesta a LPS, aparentemente activan
NF-kB y MAPK, aunque con cinética retrasada.?*® Ademas, la activacién de IRF3 y
subsecuente induccién de IFNJ3 después del tratamiento con ligandos de TLR3 y TLR4
es normal en ratones deficientes de MyD88.2*Estas observaciones sugierieron la
existencia de una via independiente de MyD88 en la sefializacidon de TLR3 y TLR4. En
esos aspectos, TRIF fue identificado como adaptador esencial en la sefializacién
independiente de MyD88.2*%**” TRIF es reclutado hacia el TLR3 y TLR4 para activar IRF3
y NF-kB. Ratones deficientes de TRIF consistentemente muestran defectos en Ia
activacion de IRF3 e induccidon de IFNP después de la estimulacién de LPS y Poli
IC.2*¥2% Sin embargo, activacion en fases tardias de NF-kB y MAPK y después de la
estimulacion con LPS es totalmente abolida en ratones doble deficientes de TRIF y
MyD88, indicando que la sefalizacion dependiente de TRIF contribuye a en la
activacion de la fase tardia de MAPK y NF-«kB.2*®

Las regiones N y C terminal de TRIF tienen distintas funciones en lo que respecta al
reclutamiento de moléculas de sefializacion. La regién N terminal de TRIF activa tanto
a promotores de IFNP y NF-kB, mientras la region C terminal activa a NF-xB pero no al
promotor de IFN. La regidn N terminal recluta IKKs no candnicas, TBK1 (T2K, NAK) e
IKKi (IKKe), la cudl fosforila residuos de serina/treonina presentes en la region C
terminal de IRF3.2%%! |RF3 en sus forma fosforilada forma un dimero, el cual se
transloca del citoplasma al nidcleo para regular la expresién de genes como IFNP.
Células noqueadas tanto de IKKi y TBK1 muestran una disminucién en la activacién de
IRF3 en respuesta a ligandos de TLR3 y TLR4, mientras la activacion de MAPK y NF-xB e
induccién de citocinas proinflamatorias no es afectada en esas células.®®>** Por otra
parte, la region N terminal de TRIF recluta TRAF6 via motivos de unidn a TRAF.>®
TRAF6 dominante negativo previene la activacion de NF-kB inducida por TRIF vy
mutaciones en los motivos de unidn de TRAF6 de TRIF abaten la activacién de NF-xB,
indicando la importancia de TRAF6 en activacion de NF-kB dependiente de TRIF. La
region terminal de TRIF contiene un motivo de interaccién homotipica Rip (RHIM), el
cual media su interaccién con RIP1, un miembro de la familia RIP involucrado en la
activaciéon de NF-kB mediada por el receptor TNF.2*® TLR3 y TLR4 median la activacién
de NF-kB y la subsecuente induccién de genes blanco son afectados en ausencia de
RIP1, indicando que RIP1 participa en la activacién de NF-kB dependiente de TRIF.
Ademads, RIP es reportado como piliubiquitinado y forma un complejo con TRAF6 y
TAK1;*” En conjunto, el reclutamiento por TRIF de RIP y TRAF6 puede facilitar la
activacion de TAK1, resultando en la activacion de NF-xB y MAPK. Es actualmente
incierto si Ubc13 es un componente del complejo que media la poliubiquitinizacidon de
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RIP.  Recientes reportes han sugerido que la activacién de IRF3 dependiente de TRIF
esta estrechamente ligada a la fase tardia de activacion de NF-kB.2#%*° Parece que en
la activacion tardia de NF-xB inducida por LPS requiere la sintesis de novo de TNFa. De
hecho, una reduccién de IRF3 por ARN pequefios silenciadores (siRNA) resulta en la
inhibicién de la fase tardia de activacion de NF-«xB. Es posible que IRF3 activado por la
via dependiente de TRIF, se une a la regién promotora de TNFo. para promover su
sintesis, el cual subsecuentemente se une al receptor TNF para iniciar la activaciéon
tardia de NF-kB en manera autdcrina; sin embargo, analisis detallados en ratones
deficientes de RIP1 es debido a defectos en la sefializacion de del receptor TNF en esas
células.

4.4. |RFs en senalizacion de TLR

Hay nueve miembros de la familia de IRF (IRF1-IRF9) y varios IRFs ademads del IRF3 son
criticamente involucrados en la sefalizacion de TLRs.?®° IRF7, el cual también esta
presente también en citoplasma y se transloca al nucleo después de su fosforilacion y
es el mas similar estructuralmente al IRF3. IRF7 activa potentemente al promotor de
IFNB y a varios genes de IFNa. A diferencia de IRF3, la expresidn de IRF7 es baja en
condiciones basales, pero rapidamente es sobre regulada en respuesta a infecciones
virales o a ligandos de TLRs en la mayoria de los tipos celulares, sugiriendo una
regulacion de retroalimentacion positiva en la induccién de IFN tipo 1.2%%Sin embargo,
IRF7 es constitutivamente expresado en células dendriticas plasmocitoides (pDC), las
cuales tienen a habilidad de producir IFN tipo | en respuesta a una amplia variedad de
virus.2®*?%2 TLR7 y TLR9 son abundantemente expresados en pDC; notablemente, la
induccion de IFN tipo | mediada por TLR7 y TLR9 es provocada por una via dependiente
de MyD88, pero no por la via dependiente de TRIF.2**%** En ese contexto, ha sido
demostrado que IRF7 forma un complejo con MyD88, IRAK1, IRAK4 y TRAF6 que se
transloca hacia el nucleo en respuesta a ADN CpG en pDC.?***®  Aunque ratones
deficientes de MyD88, IRAK4 o TRAF6 tiene defectos en la activacidon de IRF3 y NF-kB,
con un concomitante deterioro en la induccidn de citocinas inflamatorias e IFN tipo |
en respuesta a ADN CpG; la deficiencia de IRAK1 resulta en menor activacion de IRF7
sin afectar la activacién de NF-xB.**’ Sin embargo, IRAK1 y no IRAK4 es capaz de
fosforilar a IRF7. A la vez, IRAK1 es mas probablemente una cinasa que fosforila a IRF7
en pDC.2® Recientemente, ha sido reportado que IKKo. posee un rol similar a IRAK1,
teniendo la habilidad de unirse y fosforilar a IRF7.2® Aunque las relaciones funcionales
entre IRAK1 e IKKo. permanecen inciertas, es posible que funcionen como un
heterodimero para potenciar la activaciéon de IRF7. IRF7 también participa en la
induccion de IFN tipo I, activado por helicasas ARN citosdlicas RIG-1 y Mda5, las cuales
reconocen dsARN en células dendriticas convencionales, macrofagos vy
fibroblastos.?®*?”®  EN esas vias, IRF7 es fosforilado por TKB1/IKKi pero no por
IRAK1/IKKa, asi que aunque TLR7 y TLR9 requieren IRAK1 e IKKow para una déptima
fosforilacion de IRF7, RIG-1 y Mad5 usan TKB1/IKKi para activar tanto IRF3 como IRF7.
Colectivamente, IRF7 es un regulador maestro para la induccidn de IFN tipo | tanto en
vias dependientes como independientes de TLR.

Componentes adicionales involucrados en el complejo MyD88/IRF7 en pDC han sido
recientemente identificados. TRAF3, un miembro de la familia TRAF, es importante
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para la induccién de IFN tipo | en la sefializacién de TLR7 y TLR9.2’*”2 TRAF3 se une a
MyD88, IRAK1 y quizd IKKa, modulando la activacién de IRF7. Ademds, TRAF3 es
también requerido para la activacion de IRF3 e IRF7 dependiente de TKB1/IKKi en la via
de sefializacion de TLR7 y RIG-I/Mad5, indicando que TRAF3 es un componente
integral en la activacion de IRF7 e IRF3 por multiples vias. Notablemente, TRAF3 es
también necesario para la induccidn de citocina antiinflamatoria IL-10, pero no para
citocinas proinflamatorias, en respuesta a ligandos especificos de TLR3, 4, 7 y 9. En
adicién, esplenocitos noqueados en IRAK1 muestran una remarcable reduccién de de
IL-10 después del tratamiento con LPS.2”® En consecuencia, la via dependiente de
TRAF3-IRAK1 puede también controlar la liberacién de IL-10 también. La osteopontina
(OPN) es una fosfoproteina secretada implicada en diversas funciones celulares,
incluyendo la reabsorcidon ésea, vascularizaciéon, inflamacién y polarizacién Thl. En
pDC, la expresidon de OPN es sobre expresada por ligandos para TLR9 a través de T-bet,
un factor de transcripcion maestro que controla la diferenciacion Thl. pDC aisladas
tanto de ratones deficientes T-bet u OPN poseen defectos en la induccion de IFN tipo 1
en respuesta a ligandos de TLR9, pero pueden producir IL-6 impulsada por NF-kB
normalmente.””® Un reporte previo mostré que el precursor de OPN (OPNi) es
retenido en el citoplasma, sugiriendo una posible funcion de OPNi como una
molécula de sefalizacidn intracelular. En éste contexto, ha sido demostrado que la
expresion de un mutante OPN carece sefales que estimulan la produccién de IFNa
por cDC, pero no en DC convencionales, y que OPNi interactla y se colocaliza con
Myd88.27* Ademds, la transcripcion nuclear de IRF7 en respuesta a ligandos de TLR9 es
afectada en pDC deficientes de OPN. Esas observaciones sugieren que OPn intracelular
es un componente del complejo MyD88-IRF7 en pDC.

IRF1 también participa en la sefializacion de TLR9.2”® IRF1 se une directamente a la
region central de MyD88y es liberado hacia el nucleo en respuesta a la estimulacion.
Células dendriticas convencionales derivadas de ratones deficientes de IRF1 mostraron
alterada sintesis de IFN, éxido nitrico sintasa inducible e IL-12 en respuesta a ligandos
de TLR9. EN contraste, pDC derivadas de ratones deficientes de IRF1 mostraron
induccién normal de IFNP e IFNa, lo que sugiere que un tipo celular especifico es
involucrado con IRF1 en sefializacion dependiente de MyD88. Es también conocido
que la induccién de citocinas es mejorada por el pretratamiento con IFNy es respuesta
a ligandos de TLRs. Como la estimulacion de IFNy induce la expresidn de IRF1, es
posible que IRF1 esté involucrado en el mejoramiento mediado por IFNy en la
sefalizacion de TLRs, sin embargo, éste efecto no fue obsevado en ratones deficientes
de IRF1. En consecuencia, IRF1 es reclutado por MyD88 cuando éste es inducido por la
estimulacion con IFNy y transloca dentro del nicleo en respuesta a la estimulacién de
TLR para inducir un repertorio de genes incluyendo IFNf en células dendriticas
convencionales.

Ademads de IRF3, IRF7 e IRF1, IRF5 también esta involucrado en la sefializacion de
TLR.2® Células dendriticas convencionales y macréfagos deficientes de IRF5 muestran
produccién alterada de citocinas en respuesta a multiples ligandos de TLR, mientras
exhiben secrecién normal de IFN tipo | en pDC. IRF5 se une a MyD88 y TRAF6,
translocandose al nucleo después de su fosforilacién. En el nucleo, IRF5 se une a los
motivos ISRE encontrados en la regiéon promotora de los genes que codifican para
citocinas inflamatorias causando su expresion, presumiblemente via NF-kB. Asi como
la produccién de citocinas inflamatorias ocurre después de la induccién con ligandos
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para TLR independientemente de TKB1/IKKi e IRAK1, otras proteinas cinasas como
TAK1, IRAK4 y las candnicas IKKs, las cuales median la induccion de citocinas
inflamatorias dependientes de MyD88, pueden participar en la fosforilacion de IRF5.
En células humanas, la sobre-expresion de multiples isoformas Unicas de IRF5 debido a
mutaciones es asociada con la patogénesis de lupus eritematoso sistémico, una
enfermedad autoinmune que muestra niveles elevados de IFN tipo .27

IRF8 es mediado por respuestas mediadas por TLR9. pDC derivadas de ratones
deficientes de IRF8 muestran una disminucidn de IFN tipo | y citocinas inflamatorias
mediadas por TLR9. Esas células también muestran un dafio severo en la actividad de
NF-kB para unirse al ADN en resuesta a ligandos de TLR.2® Estos datos sugieren
fuertemente la posibilidad de que IRF8 facilita la uniéon de NF-kB con el ADN o es un
activador del complejo IKK.

4.5. Localizacién y senalizacion de los TLR

Los TLRs pueden ser clasificados en dos grupos basados en su localizacidn subcelular.
EL primer grupo incluye al TLR1,2 4, 5 y 6 los cuales estdn presentes sobre la
membrana celular EL segundo grupo incluye al TLR3, 7, 8 y 9 los cuales se localizan en
compartimientos intracelulares como endosomas.”®® Los TLRs intracelulares censan
acidos nucleicos virales y bacterianos en particular. Particulas virales son endocitadas y
degradadas en endosomas tardios o lisosomas y esa degradacion causa liberacion de
ARN o ADN permitiendo su contacto con los TLRs. Sin embargo, ha sido sugerido que
la localizacidn intracelular de esos TLRs es importante para discriminar ADN propio del
ADN de virus. Cuando en la regidon transmembranal y citopldsmica del TLR9 es
reemplazada por la del TLR4, la proteina quimera TLRON4C es transportada hacia la
membrana,?”® Mientras TLRON4C responde a ADN CpG, ésta no tiene la habilidad de
sensar ADN viral. Mas importantemente, cuando TLRON4C es expresada sobre la
superficie celular de macréfagos, ésas células responden a su propio ADN. Como el
reconocimiento anormal del propio ADN es asociado con la patogénesis de
enfermedades autoinmunes, la localizacién intracelular del TLR9 puede actuar como
salvavidas contra el contacto de ADN propio.

En pDC, TLR9 actia como sensor de infecciones virales, el cual permite la transcripcion
de IFN tipo I, particularmente de IFNa, a través de la via MyD88-IRF7. En otras células
como las células dendriticas convencionales o macroéfagos, los ligandos para TLR9
inducen pobremente IFN tipo |, pero pueden permanecer induciendo citocinas
inflamatorias. Un mecanismo que explica esas diferencias es que las pDC expresan
IRF7 vy las otras células no. Sin embargo, la regulacién espacio-tiempo de la
sefializacion de TLR9 ha sido recientemente propuesta como una explicaciéon
alternativa para la habilidad de pDC en la robusta producciéon de IFNy.280

En contraste con la sefializacion intracelular de los TLRs, la cual utiliza MyD88 o TRIF,
los TLRs localizados sobre la membrana plasmatica, como el TLR1, 2, 4, 6 usan TIRAP
y/o TRAM como adaptadores adicionales, sugiriendo una unién entre el uso de los
adaptadores y la localizacién de los TRLs. TRAM se localiza en la membrana plasmatica
y aparato de Golgi, donde se colocaliza con TLR4 pero no con TLR3.%*Mutaciones en el
sitio de miristolizacidn del extremo terminal N de TRAM provocan su distribucion en el
citoplasma y suprime la activacion de NF-kB e IRF3, indicando la importancia de su
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localizacion en la membrana plasmatica. Proteinas miristoladas son fosforiladas por
PKC, provocando su disociacién de la membrana plasmatica; en consecuencia, TRAM
es fosforilada en serina 16 por PKCe en respuesta al LPS.2®% Esta fosforilacion es
requerida para la activaciéon de NF-kB y MAPK en células estimuladas con LPS asi como
en la eliminacion de otros tipos de bacterias. Colectivamente, la fosforilacion de TRAM
por PKCe en la membrana plasmatica y su subsecuente disociacion de la misma, es un
pre-requisito para la activacién de la via dependiente de TRIF. Actualmente no es bien
claro como el LPS activa a PKCe en la sefalizacidon de TLR. TIRAP contiene un dominio
de unién a fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), blanco de TIRAP en la membrana
plasmatica vy facilita interacciones con TLR4.28% Mutaciones en los sitios de unién PIP,
disminuyen la capacidad de TIRAP de localizarse en la membrana plasmatica para
inducir la sintesis de citocinas proinflamatorias en respuesta al LPS, sugiriendo que el
reclutamiento de TIRAP dependiente de PIP, a la membrana es importante para la
sefalizacion de TLR4. La sefalizacidon por integrina regula la produccion de PIP; a
través de la activaciéon de la GTPasa ARF6 y PISK. Macréfagos que carecen de la
integrina C11b muestra una menor localizaciéon de TIRAP en la membrana y una
hiposensibilidad al LPS. Estos hallazgos sugieren que el TLR4 recluta TIRAP en la
membrana plasmatica como resultado de la produccion de PIP2 mediado por integrina
C11b, y que posteriormente activa MyD88 después de que el complejo de sefializacién
es montado para iniciar la sefializacién dependiente de MyD88.

4.6. Regulacion de la sefalizacion de TLR.

La regulacion negativa de la sefalizacidon de los TLR es esencial para limitar tanto la
inflamacién como de moléculas identificadas como reguladores negativos. Algunas de
esas moléculas regulan negativamente la expresién de los TLR, mientras que otros
regulan negativamente la sefializacién via secuestro de moléculas de sefializacion,
bloqueo de su reclutamiento, degradacidon de proteinas blanco e inhibicién de la
transcripcion. Ademas, la mayoria de esas proteinas son inducibles, sugiriendo una
retroalimentacion negativa de la respuesta de inmunidad innata dependiente de los
TLR.

RP105, originalmente identificada como proteina de superficie especifica de células B
que promueve la proliferacién, contiene un LRR extracelular con una homologia a la
del TLR4 y un tallo citopldsmico corto.”®® EL LRR de RP105 se asocia con MD-1 para
formar un complejo sobre la superficie celular.®® RP105 es también expresado sobre
células no B y el complejo RP105-MD-1 interactia con el complejo TLR4-MD2 para
prevenir la unién de LPS con TLR4-MD-2. Ratones deficientes de RP105 muestran una
hiperproduccion de citocinas proinflamatorias en respuesta al LPS, pero responden
normalmente a ADN CpG, indicando que RP105-MD-1 especificamente inhibe la
sefializacién de TLR4.%%®

ST2L pertenece a la familia del receptor de IL-1, compuesta por un dominio tipo
inmunoglobulina extracelular y un dominio TIR intracelular. Ratones con mutaciones
en ST2L muestran una produccidon mejorada de citocinas proinflamatorias en respuesta
al LPS y una induccidn afectada en la tolerancia al LPS.%®” ST2L secuestra MyD88 y
TIRAP para inhibir el reclutamiento de esos adaptadores al TLR4.
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SIGIRR también pertenece a la familia de receptores IL-1, pero carece de 2 residuos e
aminodcidos esenciales para su sefializacion.?®® Células epiteliales intestinales y de
rifdn y esplenocitos derivados de ratones deficientes de SIGIRR responden
fuertemente al tratamiento con LPS y ADN CpG respecto a la activacion incrementada
de NF-kB y JNK. SIGIRR interactta con IRAKs y TRAF6 para bloquear la sefalizacién de
los TLR.

Triad3A es una ligasa E3 que se une al dominio TIR del TLR4 y 9, pero no del TLR2. La
sobre-expresion de Triad3 promueve la degradacién de TLR4 y TLR9 via proteosoma,
inversamente, una reduccidon de la expresién de Triad3A por ARN silenciadores
aumenta la expresion de esos TLRs con una concomitante activacion de moléculas de
sefializacion.”®® Esos datos sugieren que Triad3A acttia como regulador negativo de la
sefializacion de los TLR, regulando negativamente la expresiéon de TLR4 y TLR9.

Varias proteinas intracelulares han sido identificadas como reguladores negativos de la
funcién de las proteinas adaptadoras contenidas en el dominio TIR. Entre los miembros
de la familia IRAK, IRAK-M carece de actividad cinasa intrinseca, y la sobre expresion de
IRAK-M resulta en la prevencion de la disociacién de IRAK4 e IRAK1 de MyD88.2° En
consecuencia, ratones deficientes de IRAK-M secretan mas citocinas inflamatorias en
respuesta a varios ligandos de TLR con respecto a los ratones tipo silvestre. La
constatacion de que IRAK-M es inducible por LPS sugiere una funcién de
retroalimentacion negativa de IRAK-M en la seializacion de TLR. Variantes de
empalme de IRAK1 (IRAK1lc), IRAK2 (IRAK2c, IRAK2d) y MyD88 (MyD88s) han sido
asiladas e implicadas en antagonizar la sefializacion de TLR.?%**?* |RAK1c carece de
actividad cinasa, y por lo tanto, interfiere con la sefializaciéon de TLR. IRAk2c e IRAK2d
carecen de domino muerto, el cual es requerido para la interaccién con MyD88,
previniendo su reclutamiento. MyD88s forma un heterodimero con MyD88, el cual no
es capaz de reclutar IRAK4, de éste modo se inhibe la fosforilacidon de IRAK1.

SOCS1 es una ligasa E3 inicialmente identificada por suprimir las vias de JAK-STAT y
también suprime la sefializacién rio debajo de TLR4 y TLR2. TIRAP es fosforilado por
una tirosina cinasa, Btk, en respuesta a ligandos de TRL2 y TLR4, e interactla con
SOCS1, el cual subsecuentemente marca a TIRAP para ubiquitinacion y degradacion.?®
Mientras TRAF3 y TRAF6 regulan positivamente la sefializacion de TLR, TRAF1 y TRAF4
estdn implicados en la regulacidn negativa. TRAF1 interactia con TRIF, y la sobre
expresion e TRIF causa la escision de TRAF1 dependiente de caspasa-8.2* Los
fragmentos escindidos de TRAF1 pueden inhibir la activacion de NF-kB e IRF3
dependiente de TRIF, sugiriendo que la escision de TRAF1 inducido por TRIF1 es
responsable del bloqueo de la via dependiente de TRIF. TRAF4 interacttia con TRIF y
TRAF6, y su sobreexpresién resulta en la inhibicién de la activacidn inducida por TRIF y
TRAF6.2® TRAF4 también suprime la de NF-kB dependiente de MyD88, por lo tanto,
TRAF4 puede servir para antagonizar la funcion de TRAF6 por su prevenir su
reclutamiento hacia el complejo adaptador. Adicionalmente, la funcién de TRAF6 es
regulada negativamente por varios mecanismos independientes. En respuesta al LPS,
arrestina-f interactua con TRAF6 para prevenir su oligomerizacién, resultando en la
inhibicion de poliubiquitinizacién de TRAF6 y subsecuente activaciéon de las MAPK e
NF-kB.>%®
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A20, una enzima de desubiquitinizacidn inducible, remueve los restos de ubiquitina de
TRAF6 para terminar la sefializacion de TLR.2®” Ratones deficientes A20 muestran una
mejor activacion de NF-kB en respuesta a multiples ligandos para TLR, incluyendo
TLR2,4y 9.2

La activacion de factores de transcripcidn es también regulada negativamente. La
fosforilacidn de la regién terminal C de IRF3 por TBK1/IKKi es esencial para su actividad
transcripcional. IRF3 también es fosforilado en Ser339, y su fosforilacion esta
relacionada con la desestabilizacion de IRF3 mas que con su activacién. La peptidil-
prolil isomerasa Pinl citopldsmica, la cual cataliza la isomerizacién cis-trans de
enlaces peptidicos localizados en el extremo terminal N de la prolina para modular la
funcion del sustrato, uniendo a IRF3 cuando es fosforilado en Ser339, activando
ubiquitinizacion y subsecuente activacion de IRF3 por una via dependiente de
proteosoma para finalizar las respuestas de IFN.2?® La estimulacién con LPS permite la
expresion de ATF3, un miembro de la familia de factores de transcripcién ATF/CREB.
Macrofagos deficientes de ATF3 producen grandes cantidades de IL6 e IL-12.
Mecanicamente, ATF3 recluta histonas desacetilasas, las cuales alteran la estructura de
la cromatina para restringir el acceso de NF-kB y AP-1 a la regiéon promotora de los
genes que codifican para IL-6 e IL-12, y por lo tanto, reprime su expresion.?*®

Se ha reportado que IRF4 se une a MyD88.3°° Mientras IRF7 se une a al extremo N
terminal de MyD88, IRF5 e IRF4 interactuan con la misma regién central de MyD88.
Macréfagos derivados de ratones deficientes de IRF4 muestran una alta expresiéon de
genes de citocinas proinflamatorias, la cual es dependiente de IRF5. Como la
expresion del gen IRF4 es sobre-regulada después de la exposicén con ligandos de TLR,
el IRF4 inducido puede asociarse con MyD88 para prevenir el reclutamiento de IRF5,
asi atenuando la respuesta inflamatoria dependiente de IRF5.

4.6.1. Regulacion por miARN

Recientemente, micro ARNs (miARN) han emergido como como reguladores claves de
los TLR, en particular en macréfagos, y es muy probable que su regulacién en la
sefializacion permita la resolucién del proceso inflamatorio.

miARNs son ARNs no codificantes (21-22 nucleétidos), la mayoria de los cuales son
intergénicos o intrénicos, aunque una minoria son derivados de ARNs mensajeros que
codifican para proteinas.>® miARNs se acoplan con el complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), produciendo miRISCs que se unen a sus UTR
3’complementario de genes blanco y por lo tanto, reprime la traduccién del ARN
mensajero, promueve degradacion o estabiliza el ARN mensajero blanco. En
macréfagos, se han descrito en particular 3 miARNs: miR-155, miR-146a y miR-21.3%
Interesantemente, miR-155 y miR-146a estdn presentes especificamente en
macréfagos inducidos por LPS, en comparacion con neutrdfilos polimorfonucleares
activados similarmente, sugiriendo un rol particular para esos miARNs en
macréfagos.?®
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miR-155

El gen que codifica para miR-155 esta localizado sobre el cromosoma 21 en el cluster
de intergacion de células B (BIC).3** BIC es una regidn altamente conservado entre
humanos y ratones, y es altamente expresada en dérganos linfoides. La expresién de
miR-155 es fuertemente inducida por LPS o IFN de tipo |, tanto en monocitos vy
macrofagos de humano y de ratén, demostranto que esos miARNs participan en la
respuesta inmune innata tanto en infeccién bacteriana y viral 3%

Ademas, miR-155 es sobre-expresado en células T y B activadas y ha sido demostrado
que juega un rol en la regulacion de la expresion de citocinas en el centro germinal 3%’
miR-155 es inducido tanto por las vias de MyD88 y TRIF a través de la estimulacién con
LPS o poli I:C,*®regulando respuestas proinflamatorias mas que antiinflamatorias. Esto
es por que uno de sus roles en macréfagos es permitir la traducciéon de TNF.30>3%8
Macrofagos en condiciones basales, el UTR 3°de TNF induce su autorepresion, la cual
es liberada bajo la estimulacién de LPS via unién de miR-155. Esto ha sido demostrado
en macrofagos, donde la sobreexpresion de miR-155 resulta en una produccion
incrementada de TNF y su deficiencia, resulta en niveles bajos de TNF.2% Por lo que
probablemente la regulacion de miR-155 en macrdéfagos limita la produccidon de TNF y
podria ser usado como terapeutico en enfermedades mediadas por TNF. En un estudio
in vivo se demostré que células B que sobre-expresan miR-155 transgenicamente
producen mas TNF y dichos ratones tienen una elevada suceptibilidad al shok séptico
inducido por LPS3 A la vez, miR-155 es regulado negativamente por IL-10, una
citocina antiinflamatoria.>®  La inhibicién de miR-155 por IL-10 incrementa la
expresion del dominio homoélogo Src 2 (SH2) contenido en la inositol 5 fosfatasa 1
(SHIP1), un conocido blanco de miR-155.3'3"" Ppreviamente, se ha demostrado que
SHIP1 funciona como regulador negativo de las respuestas inducidas por TLR.3?31 |3
accion de SHIP1 es probable que sea a través de un loop de regulacién negativa como
la proteina serina/treonina cinasa AKT, la cual es desregulada por SHIP1, regulando
negativamente miR-155.31% Asi, después de la estimulacidn con LPS, el incremento en
la expresiéon de miR-155, bajos niveles de SHIP1 y actividad incrementada de AKT;
como AKT desregula miR-155, los niveles elevados de miR-155 son llevados hacia su
los iniciales. Se ha visto que ratones noqueados para miR-155 poseen un alterada
respuesta inmune para Salmonella typhimurium, y esos ratones no pueden ser
exitosamente inmunizados contra ese patégeno.?'® Andlisis adicionales revelaron un
defecto en la activacién de células B y T, explicando la ineficeinte inmunizacién en esas
cepas. Ademas, la falla en la respuesta de las células T, es debido en parte a la
deficiencia de las células detriticas para presentar antigeno debido a una alterada
respuesta Thl, en las cuales, las células T CD4+ tuvieron una menor produccién de
citocinas.3*®  Dicha respuesta es probablemente debido a la falla de las células
dendriticas para activar funcionalmente sefales co-estimulatorias y a una defectuosa
presentacion de antigeno; donde miR.155 puede ser responsable de la alterada
produccién de citocinas. Un segundo estudio mostréd que ratones noqueados para
miR-155 presentaban un reducido numero de centros germinales de células B,
mientras que los ratones que sobreexpresaban miR-155 mostraban elevados niveles,
concluyendo que miR-155 alcanza su respuesta en parte por regulacién de la expresion
de citocinas, como TNF.3"

40



miR-146

miR-146 es uno de los mas prominetes siARNs activados por LPS en macréfagos.3%%3%
Resolvina D, un mediador lipidico antiinflamatorio, también induce miR-146.3'% |a
expresion de miR-146 es dependiente de NF-xB y hasta la fecha, IRAK1, IRAK2 y TRAF6
han sido demostrados por ser blancos de miR-146.3"  Dichos blancos son
componentes de la sefalizacién de NF-kB y por lo tanto, controlan su expresion. IRAK1
fué validado como blanco de miR-146 en estudios in vivo.3'® Desde que IRAK1 y TRAF6
son requeridos para la activacién de NF-kB, hay por lo tanto un loop de regulaciéon
negativa, mediante el cual la activacion de NF-kB sobre-regula a miR-146, que bajo
maduracion, desregula a IRAK1 y TRAF6 y por lo tanto, se reprime la actividad de NF-
kB. IL-1B, la cual es producida en respuesta a endotoxinas bacterianas, activa la
produccién de miR-146, resultando en una disminucién en varias citocinas y
quimiocinas, incluyendo CXCL8, CXCL5, CXCLS, IL-6 e IL-1B por si misma, 32038 y por lo
tanto, previene una inflamacion exacerbada ademds de conducir hacia la homeostasis.
Ratones de 6 meses de nacidos y noqueados para miR-146 desarrollaron desordenes
autoinmunes que culminaron en la muerte. Esos ratones exhiben menor tolerancia y
sus macrofagos responden mucho mas al LPS, ademds que desarrollan tumores en los
6rganos linfoides debido a inflamacién crénica.®** miR-146 es por lo tanto, el mejor
miARN entendido en términos de prevencién del dafio inflamatorio, y su rol puede ser
potencialmente explotado para prevenir ciertos desordenes inflamatorios y tumores.

miR-21

miR-21 es producido bajo la estimulacion de LPS via MyD88 de manera dependiente de
NF-kB en macréfagos.3® Controla la inflamacién por desregular la traduccién del
supresor de tumor inflamatorio de muerte celular programada 4 (PDCD4),**® un
inhibidor de la produccion de IL-10 Por lo tanto, miR-21 promueve la produccién de IL-
10 bajo la estimulaciéon de LPS por regulacion de PDCD4. IL-10 es una citocina
antiinflamatoria que bloquea a NF-kB y por lo tanto, limita la respuesta inflamatoria.
Por lo que miR-21 puede ser otro miARN clave en la regulacion de la inflamacidon. miR-
21 regula a NF-kB de manera celular-especifica. miR-21 forma un loop de regulacién
negativa en células de inmunidad innata que mantienen la inflamacién en jaque al
limitar la expresidn de NF-xB a través de la sobre regulacién de IL-10; IL-10 reprime a
NF-kB. En contraste, en células tumorales, miR-21 desregula la fosfatasa y tensina
homéloga (PTEN) y activa a AKT, y por lo tanto, mantiene/aumenta la actividad de NF-
«B.3%® y por lo tanto, promueve la tumorogénesis. Un nimero de blancos de miR-21
en genes asociados a tumores han sido identificados y validados, incluyendo la
tropomiosina 1 (TPM1), la proteina rica en cisteina inducida por reversidon con motivos
Kazal (RECK), ligando Fas (Fasl), proteina 63 asociada a tumor (TAp63) vy
ribonucleoproteina K nuclear heterogénea (HNRPK).333° miR21 es por lo tanto, visto
como un “oncomir”, y su activacion por TLR otra relaciéon entre inflamacién y
cancer.Fig. 9
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Fig. 9. Mecanismos de regulacién de la sefializacion de TLRs por miARN.mi-R45, mi-R21 y mi-R146a
estan implicados en la regulacion de la respuesta inmune iniciada por los TLRs. International
Immunology, 2011.

4.5. Recetores tipo toll (TLR) en enfermedad periodontal

El sistema inmune innato es la primer linea de defensa que protege al hospedero de la
invasion de patégenos microbianos. Las células hospederas expresan varios
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que censan diversos patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) que van desde lipidos, lipoproteinas y
acidos nucléicos.®  El reconocimiento de los PAMPs por los PRRs activa vias de
sefializacion intracelular que culminan en la induccién de citocinas inflamatorias,
guimiocinas, interferones (IFNs) y sobre regulacion de moléculas co-estimulatorias.

En mamiferos, la familia de receptores tipo toll (TLR) expresados sobre las células
presentadoras de antigeno como células dendriticas y macréfagos, son de suma
importancia para en la induccién de respuestas de inmunidad innata asi como en el
subsecuente desarrollo de inmunidad adaptativa.

El hallazgo que la familia de receptores de reconocimiento microbiano como los TLR
estdn presentes en el periodonto, ha abierto la posibilidad de que varias especies
bacterianas, incluyendo especies comensales y bacterias patdgenas, sean reconocidas
por células periodontales. Estos receptores de reconocimiento de patrones reconocen
componentes microbianos (como ADN, flagelos y fimbrias, etc.) que son compartidos
tanto por bacterias comensales como por patégenos, pueden reconocer acidos
lipoteicoicos de bacterias Gram+ como lipopolisacaridos de bacterias Gram-, activando
cascadas de sefializacién involucradas en varias respuestas del sistema inmune
innato.>*

Una vez que la composicion de la placa dental permite la simbiosis de

microorganismos, varias bacterias encontradas en la placa subgingival puede contribuir
a una respuesta inflamatoria destructiva. La placa dental posee varios
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microorganismos que pueden activar tanto a TLR2 como TLR4. Muestras de individuos
con mayor presencia de placa dentobacteriana mostraron mayor activacién de TLR4 en
comparacion de individuos con menos placa, ambos grupos indujeron la activacion
tanto de TLR2 como TLR4.*** Ademads, no hay una fuerte asociacién entre especies
bacterianas especificas en la placa dental y la habilidad de activar a TLR2 o TLR4.
Sorpresivamente, el TLR2 medié la pérdida ésea en respuesta a P gingivalis en un
modelo de ratdn, adn cuando la unién al TLR4 provoca una respuesta inflamatoria mas
potente.m'334 Estos datos apoyan la teoria de que el TLR2 puede interactuar con
bacterias comensales Gram+, iniciando la respuesta inflamatoria destructiva.

Las células epiteliales del surco gingival son las primeras células que responden a los
PAMPs. Esa células expresan la molecula de adhesidn intracelular-1 (ICAM-1) y el
ligando para la funcién linfocitica asociada con el antigeno-1 (LFA-1), los cuales,
interactian directamente en la fijacion y migraciéon de leucocitos hacia el surco
gingival. IL-8, un potente quimioatrayente de neutrdfilos, es liberado por células
epiteliales para iniciar la migracién de neutrdfilos.®®> Células epiteliales también
producen metaloproteinasas de matriz en respuesta a PAMPs, causando daiio directo
en tejidos gingivales.®®”  Cuando se estimula a través de los TLRs, los neutrdfilos
exhiben quimiotaxis incrementada asi como la produccién de citocinas
proinflamatorias.>® La IL-8 secretada por células epiteliales, estimula a las células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos a través de TLR-4, permitiendo una
incrementada adhesiéon de monocitos por expresidn incrementada de selectina-E,
ICAM-1 y VICAM-1.3%°

Las CDs son células inmunes residentes presentes tanto en el epitelio como en el tejido
conectivo. Los TLRs presentes en esas células inducen su maduraciéon cuando son
estimuladas por PAMPs, esas células no solo actian como células presentadores de
antigeno, si no también producen citocinas y moléculas coestimuladoras que activan
las respuestas TH1 y Th2.3*® A medida que el epitelio de unién se rompe, los
microorganismos y sus productos obtiene acceso al tejido conectivo subyacente
activando directamente a las células presentes ahi. Una vez estimuladas por PAMPs,
fibroblastos gingivales producen citocinas proinflamatorias que conllevan a Ia
inflamacién y destruccion del tejido. Fibroblastos del ligamento periodontal, por otra
parte, producen proteinasas bajo la estimulacién de TLRs, resultando en Ia
degradacién directa del tejido periodontal.*** Por lo que la sefializacién de los TLRs en
el epitelio de unién es importante en el mantenimiento de salud y progresion de la
enfermedad periodontal. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales los TLRs
permiten la evasidon inmunoldgica de bacterias y la progresion de la enfermedad no es
bien conocida. Una disrupcion en la homeostasis del tejido que permite la produccion
de citocinas inflamatorias destructivas, claramente contribuye al dafo asociado con
periodontitis. Sin embargo, la diversidad de diferentes especies bacterianas presentes
y la habilidad de los miembros de la familia de receptores tipo toll de reconocer tanto
especies comensales como patégenas, contribuye a la modulacién disfuncional de la
respuesta inmune innata.

En la actualidad, no se sabe que vias de sefalizacién deben ser bloqueadas para
atenuar la destruccion y mejorar la defensa del huésped. Por lo que se requiere de
nuevas investigaciones que permitan entender estos mecanismos y desarrollar
alternativas terapéuticas para el control de la periodontitis.
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5. Acido lipoteicoico y su actividad inflamatoria

Las infecciones se caracterizan por reacciones inflamatorias del hospedero ante
microorganismos patdgenos, como ya se ha mencionado, debido a la secrecién de
citocinas proinflamatorias por parte del hospedero ante componentes de la pared
celular de las bacterias como el Lipopolisacérido (LPS) 6 el Acido Lipoteicoico (LTA).

Los 4acidos teicoicos fueron identificados en 1958 por Baddiley y cols. cuando
investigaban el papel de las moléculas de glicerol difosfato (CDP-glicerol) y citidina de
robitol difosfato (CDP-robitol), presentes en las bacterias Gram+. El grupo de 4cidos
teicoicos se diferencid y denomind acidos teicoicos intracelulares, por que se extraian
de bacterias sin pared celular. Posteriormente los acidos teicoicos se detectaron en la
membrana citoplasmatica y se renombraron como acidos teicoicos de membrana. Un
ultimo cambio surgié cuando se detectaron complejos de acidos teicoicos y se
describieron como compuestos anfifilicos en donde la estructura de poliglicerol-fosfato
se une de forma covalente a los lipidos de la membrana por unién fosfodiéster,
determiando que los acidos lipoteicoicos son moléculas anfifilicas ancladas a la
membrana citoplasmatica por interacciones hidrofébicas mientras que los dacidos
teicoicos son moléculas que estan unidas al peptidoglucano de la pared celular.?*?

Muchas bacterias Gram+ contienen tanto acidos teicoicos como acido lipoteicoico,
pero éste Ultimo predomina y su biosintesis es menos dependiente de las condiciones
de crecimientobacteriano en comparacién con los acidos teicoicos. El LTA es un
polimero de glicerolfosfato que contiene azlcar y 2 grupos acilo, éstos ultimos le
confieren la capacidad deanclarse a la membrana celular.3#3%

Se ha propuesto que el LTA regula la funcion de autolisinas, propiedad que le es
conferida por su capacidad anfifilica ya que se pierde al tratamiento con detergentes.
Otra caracteristica es su naturaleza polianidnica que le permita tener un papel clave en
el mantenimiento del balance catién divalente sobre la superficie celular, mediante
una interaccién de intercambio idnico. Un posible papel que comparte con los
lipoglucanos, es que participan como mediadores de interacciones célula-célula,
célula-sustrato y la consecuente virulencia de la bacteria. También se ha identificado
como el responsable de la hidrofobicidad de la superficie en los Streptococcus del
grupo A, en los cuales participa en la adherencia de la bacteria a la fibronectina en la
superficie de células epiteliales.

5.1. Mecanismo de transduccion del LTA

Una vez que el LTA se une a su receptor TLR2 se activa la fosfatidilcolina-fofolipasa C
(PC-PLC) para inducir la activacion de PKC, simultdneamente ocurre la activacion de
cinasa de residuos de tirosina. Estos efectos resultan necesarios para la consecuente
fosforilacidon de las MAPK p44/p42 y p38. La cascada de fosforilaciones descrita resulta
en la estimulacion de NF-kB y la subsecuente expresiéon de COX-2 y liberacién de
prostaglandina E,. Se ha demostrado recientemente que utilizando un inhibidor
especifico de MAPK/p38 (SB 203580) se interrumpe en la expresidon de iNOS vy la
liberacidon de o6xido nitrico (NO) cuando se trata con LTA en la linea celular de
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macrofagos RAW 264.7, lo que sugiere que la via de transduccién de las MAPK/p38 se
encuentra involucrada también en la produccion de nitritos.

También se ha visto que PI3Ky se activa por receptores acoplados a proteinas G
durante procesos inflamatorios. Neutrofilos de ratén deficientes de PI3Ky muestran
isquemia, reduccion en migracion y peritonitis. Asi mismo, se muestra una reduccién
en la translocacion de NF-xB y en la sintesis de TNF-a e IL-1pB. Estos estudios sugieren
que PI3Ky juega un importante papel en la activacién de neutréfilos.

Después del reconocimiento entre TLR2 y el LTA se produce un amplio espectro de
sefiales intracelulares como la activaciéon de la familia de las MAPK, de la proteina
cinasa B (AKT) y de la cinasa del inhibidor kB (IKK). El incremento en la actividad de
estas cinasas consecuentemente activa a diversos factores de transcripcién como NF-
kB, factor de respuesta de transcripcién (ATF), factor de respuesta a suero (SRF),
proteina semejante a Ets (ELK), proteina de unién y aumento de CCAAT (C/EBP) y la
proteina de fijacion del elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB). El primer evento
que inicia la cascada de transduccién consiste en la colocalizacién y agrupamiento de
receptores y la generacién de sefales primarias de transduccién en la membrana
plasmatica.

La sefalizacion mediada por AMP ciclico inhibe la activacién de la cinasa de respuesta
extracelular (ERK), p38, MAPK y JNK en macréfagos peritoneales y también inhibe la
expresion de TNF-a, NF-kB vy la expresion de iNOS en células de kupffer y monocitos.>*®

En respuesta al tratamiento con Streptococcus B, los receptores TLR2, TLR6 y CD14 se
agrupan en la primera molécula intracelular reclutada por el complejo es el factor de
diferenciacién mieloide (MyD88) el cual recluta y activa a la cinasa asociada al receptor
de interleucina 1 (IRAK). IRAK forma multimeros que se fosforilan y reclutan en
grandes complejos consistentes en el factor activado por el receptor a TNF
(TNF/TRAF6), cinasa activadora del factor de crecimiento transformante b-1 (TAK1)
(TAB1) y TAB2.

IRAK 4 fosforila a IRAK1, esta fosforilacion es indispensable para la activacidon de
transduccidn de sefales, en contraposicion, recientemente se ha descrito que la forma
IRAK-M como inhibidor. Asi mismo, la activacion de TAK1 promueve su liberacién del
complejo y de esta forma activa a IKK3 y a la MAP cinasa 6 (MKK6). La cinasa inductora
de NF-xB (NIK) se requieres para la activacion de la cinasa de kB (IKK) que promueve
la fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion el proteosoma 26s de kB y la
translocacion de NF-kB al ndcleo. Al proteina cinasa MAP-B (MKKP) es responsable de
la activacidon de las MAPK, p38 y la cinasa terminal N-JUN (JNK). En presencia de la
proteina adaptadora denominada intermediario conservado evolutivo de la via Toll
(ECSIT) y MEK cinasa (1/MKK1), TRAF6 puede activar a ERK 1/2, sin embargo, ERK1/2
también puede activarse por un mecanismo independiente de TRAF6, que involucra a
la forma atipica de PKC la PKCT que esta asociada a la acumulacion de acido fosfatidico,
lo que conlleva a la activacidn de ERK.
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Finalmente se ha demostrado también la activacién de la fosfatidilinositol-3 cinasa
(PI3K) de manera dependiente de PKB lo que conduce a la activacion de NF-xB.
Diversos reportes sefialan que las células de Kupffer producen IL-6 y TNF-a durante el
trauma, éstas células también sintetizan citocinas antiinflamatorias como IL-10 en
respuesta al tratamiento con LTA. La cinasa PKB que estd activada a través de la via de
PI3K, asi como la actividad de JAK-2, estan involucradas en la expresién de IL-6 e IL- 10,
mientras que las cinasas de la familia Src participan en la expresion de TNF-a.3*

5.2. Efectos del LTA

Cuando el LTA es desacilado, pierde su capacidad de estimular a monocitos, lo que
demuestra que el componente lipidico es el que le confiere su actividad bioldgica. El
LTA activa también las vias del complemento cldsica y alterna. En estudios in vivo, el
LTA actua en sinergia con el peptidoglucano para causar falla en drganos de ratas,

Recientemente se demostrd que la aplicacidon nasal de LTA provoca la infiltracion de
neutréfilos en los pulmones, lo que sugiere que el LTA comparte con muchas
propiedades con el LPS; aunque hay estudios que muestran que algunas preparaciones
comerciales contiene concentraciones significativas de LPS y de otros compuestos de
LTA que podrian inducir respuestas antigénicas.>¥ 3

En fibroblastos gingivales humanos y cardiomicocitos de ratén (H9c2), se ha visto que
el LTA activa multiples vias de sefializacion, como la via de PI3K, MAPKs y promueve la
translocacion al nucleo de NF-kB asi como la expresion de COX-2 en diferentes
tiempos. Ademas, se ha observado que el LTA promueve la fosforilacion de AKT y GSK-
3. Ademas, la inactivacidn de GSK-3 promueve la acumulacién nuclear de catenina-f y
la expresion de conexina 43, dichos efectos, fueron abatidos durante el tratamiento
con inhibidores de PI3K, demostrando el papel de LTA en la regulacidn inmunoldgica
de enfermedad periodontal.?*%>***

Como hemos visto, las sefales intracelulares que desencadenan PAMPs de bacterias
colonizadoras de la placa dentobacteriana, incluyen las vias de sealizacién de las MAP
cinasas y PI3K-AKT, donde el factor de transcripcion NF-kB es crucial en la regulacidn
de la respuesta inflamatorio. El entendimiento de éstos mecanismos puede ser de
gran importancia clinica, ya que la regulacidon de estas cascadas de seializacién puden
ser un blanco terapéutico, donde compuestos polihidroxilados como los flavonoides,
han regulado cascadas de transduccién involucradas en inflamacidn, estrés oxidativo y
cancer.
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6. Flavonoides

A través de la historia de la humanidad, la Medicina se ha preocupado por mantener
y/o restablecer un estado éptimo de salud; de igual manera, es evidente la correlacién
de una buena alimentacién con un estado de salud 6ptimo. Esto es muy evidente en
culturas orientales, en las cuales, su poblacién alcanza edades avanzadas con muy
buenos niveles de salud. Las investigaciones enfocadas en alimentos que componen
su dieta, demostraron que ciertas sustancias contenidas en frutas, semillas y vegetales
regulan procesos dafiinos para el cuerpo humano como la acumulacién de radicales
libres, inflamacion e incluso el cancer, todo esto sin efectos secundarios adversos.

Los vegetales, mediante el proceso de la fotosintesis producen las sustancias
necesarias para todos los ciclos vitales de la naturaleza. Las plantas, ademas de
producir sustancias como los carbohidratos, proteinasy grasas, que los investigadores
han denominado metabolitos primarios dado que se encuentran en practicamente
todas las formas de vida y cumplen funciones basicas para la misma, existen otras que
no se encuentran tan distribuidas y que se hallan restringidas solo a ciertas especies,
géneros o familias como son los alcaloides, las saponinas esteroides, los aceites
esenciales, los terpenoides, etc., a los cuales se les denomina metabolitos secundarios.
Dentro de este ultimo grupo estan los flavonoides, unas sustancias nombradas asi
porque los primeras que se lograron aislar eran de color amarillo, sin embargo, las hay
incoloras & con otros colores diferentes del amarillo como son el rojo, el violeta y el
azul. Los flavonoides son un grupo de sustancias vegetales polifendlicas de bajo peso
molecular. Probablemete, la primera vez que la ciencia descubrid los flavonoides fue
cuando Roberto Boyle en 1664, hizo una primera descripcidon de los efectos de los
pigmentos de las flores en medio &acido y bésico.®® Posteriormente, el primer
flavonoide fue indentificado en 1930 por el premio Nobel de Fisiologia y Medicina, Dr.
Albert Szent-Gyorgi, quién aislé de una cascara de limén una sustancia, la citrina, y la
denomindé como “vitamina P” por que regulaba la permeabilidad de los capilares;
también favorecen la funcion de la vitamina C, mejorando su absorciéon y
protegiéndola de la oxidacion.>*®

6.1. Estructura quimicay clasificacion

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los
anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6'. Esta estructura
basica permite una multitud de patrones de sustitucidn y variaciones en el anillo C.

Fig. 10
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Fig. 10. Estructua general de los flavonoides.Los flavonoides comparten ua estructura general
formada por dos anillos fenilos (A y B) unidos mediante un anillo pirano heterociclico (C). Archivos de
Cardiologia de México, 2006.

En funcidon de sus caracteristicas estructurales, se han identificado 13 subclases de
flavonoides con un total de 5000 compuestos, los cdles varian en las posiciénes del

grupo OH y presencia u ausencia de carbonilos. Fig. 10. ®)
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Fig. 11. Clasificacin de los flavonoides. Revista Cubana de Investigacion Biomédica, 2003.

6.2. Biosintesis

Los flavonides se sintetizan en las plantas y participan en la fase luminosa de la
fotosintesis, en donde catalizan el tranporte de electrones. Los aminodacidos
fenilalanina y tirosina provienen de la ruta del acido siquimico, el cual sintetizado en
los plastos por condensacién de 2 productos fotosintéticos, la eritrosa 4-P con el
fosfoenolpiruvato,y cuando a éste se le afade una segunda molécula de
fosfoenolpiruvato, se forma fenilalanina.
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La biosintesis de flavonoides se inicia cuando la fenilalanina, por accion de amoniliasas
de fenilalanina, es transformada en acido cindmico, que luego es convertido en acido
p-cumarinico por la incorporacién de un grupo hidroxilo a nivel del anillo aromatico
por la acido cindmico 4-hidroxilasa. Posteriormente, la accién de una CoA ligasa lo
transforma en cumaril-ScoA, el precursor de la mayoria de los fenoles de origen
vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides.**®

6.3. Absorcion y metabolismo

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte importante se excretan por la
orina. La transformacion de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en primer
lugar en el higado, por medio de reacciones de biotransformacién de fase | en las que
se introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon mediante
reacciones de biotransformacién de fase Il, en las que los microorganismos degradan
los flavonoides no absorbidos. La conjugacion con el acido glucurdnico, sulfatos, o
glicina, parecen tener lugar tanto para los flavonoides como para sus metabolitos
procedentes del colon.

Los conjugados, solubles en agua, pueden excretarse por la orina. Para evaluar los
efectos biolégicos de los flavonoides, asi como de cualquier fdirmaco o componente
alimenticio, uno de los mas importantes aspectos es la biodisponibilidad, en la que
influyen factores tales como estructura quimica, absorcion, distribucion vy
eliminacién.®’

6.4. Capacidad antioxidante de los flavonoides

Bajo una consideracion bioldgica, un antioxidante puede definirse como aquella
sustancia que cuando se encuentra presente a concentraciones mucho menores que
las de un sustrato oxidable, disminuye o inhibe significativamente la oxidacion de
dicho sustrato, por lo que los antioxidantes desempefian un papel fundamental en la
proteccion de estructuras celulares que pudieran ser dafiadas en reacciones que
involucren radicales libres,*® pues éstos atacan a los acido grasos saturados en las
membranas, causando asi peroxidaciéon de lipidos, disminucion en la permeabilidad
membranal asi como dafio a proteinas membranales, procesos implicados en el
desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares, etc.?®

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales
libres.2*®32  Otros autores se refieren ademds a la inhibicién de oxidasas como la
lipoxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa, la NADH oxidasa y la xantina oxidasa,
evitando la generacion de especies reactivas de oxigeno asi como de hidroperoxidos
inorganicos.>®*3**  por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben las
enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la PLAZ,?’65 al
mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes como
la catalasa y superdxido dismutasa.’®® De ésta forma, los flavonoides interfieren en las
reacciones de propagacion de radicales libres.
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Las especies reactivas de oxigeno reaccionan con las biomoléculas conduciendo al
dafio celular y tisular.?®’ Afortunadamente el organismo cuenta con mecanismos
efectivos para protegerse de los efectos nocivos de éstas especies quimicas.>®®3%°
Estos mecanismos se componen de enzimas y de complejos no enzimaticos como el
glutatién (GSH), acido ascorbico y el a-tocoferol contenido en membrana.

Numerosas investigaciones han evaluado la actividad antioxidante de los flavonoides
frente a los radicales libres generados durante la peroxidacién lipidica, ya sea
enzimatica o no. Casi todos los resultados coinciden en que los flavonoides con
sustituyentes hidroxilicos en posiciones 3’y 4" en el anillo B se muestran mas activos
como antioxidantes, y que éste efecto es potenciado por la presencia de un doble
enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicién 3 y un grupo carbonilo
en posicién 4, como sucede con la quercetina.m'375 Al mismo tiempo se evidencia que
las agliconas de los flavonoides se muestran mas potentes en sus acciones
antilipoperoxidativas que sus correspondientes glucc')sidos.?'71

Por su parte, las antocianidinas muestran muy buenas propiedades secuestrantes de
radicales libres.>’®**”” Sin embargo, dependiendo de las condiciones experimentales,
sus bajos potenciales de oxidacidn pueden hacer que éstas se comporten como
agentes pro oxidantes, involucrandose en procesos de ciclaje redox. En éste sentido, su
estructura polihidroxilada desempefia un papel muy importante. Por lo tanto, los
flavonoides con un grupo pirogaldlico en el anillo B exhiben una mayor actividad
antioxidante que los que presentan un grupo catecélico, sin embargo, al mismo tiempo
son mas susceptibles a mostrarse como agentes pro oxidantes, lo que neutraliza sus
efectos antioxidantes.?”®

Los flavonoides secuestran O, y OH'. Morazzoni y cols. pusieron de manifiesto
que la rutina, seguido de la quercetina, se comportd como el secuestrador mas fuerte
de 0,", generado enzimaticamente a través a través del sistema xantina oxidasa y no
enzimaticamente a través del sistema NADH- metosulfato de fenacina. Los valores de
ICsp de la peroxidacidn lipidica en homogenatos de higado de ratén estuvieron en el
orden de 10°M para ambos flavonides.?”” En este mismo contexto, una investigacion
con 15 flavonoides dié a conocer que las constantes de reaccién de éstos con el 0% se
encuentran en intervalos de 1x10°-1x10"" mM.?®

La (+)catequina, la (-)epicatequina, la 7,8-dihidroxiflavona y la rutina secuestran el OH’
generado en un sistema de Fenton en un rango de 100 a 300 veces superior a los
efectos del manitol, tipico secuestrador de especies reactivas de oxigeno. El ensayo se
efectué a través de la determinacién del acido metanesulfénico formado por la
reaccion del DMSO vy éste radical.®  Por su parte, la quercetina y la luteolina
suprimieron la reaccidon de Fenton interfiriendo la onda catalitica voltamétrica. Un
grupo catecol en el anillo B, el grupo carbonilo en posicion 4 y una regidn 5-hidroxi que
pueden aumenta la quelacién de Fe por parte de éstos compuestos, pudieran explicar
éstos resultados.**?

375,379,380

Los flavonoides inhiben también los efectos degradativos provocados por el H,0,.3%%37

La quercetina y la catequina eliminaron la toxicidad de H,0; en células V79 de hamster
chinos, a través de la formacién de colonias en Salmonella TA104 y E. coli PQ37. Los
flavonoides impidieron la disminucién en el nimero de colonias provocadas por H,0, y
0% en éstas células. Los grupos OH de las posiciones 3’y 4° en el anillo B y un doble
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enlace entre los carbonos 2 y 3, unido al grupo carbonilo de la posicién 4 en el anillo C,
son cruciales para la actividad protectora.®®

Numerosas evidencias apuntan hacia la proteccion del ADN ejercidas por los
flavonoides al inhibir los efectos oxidativos que provocan las especies reactivas de
oxigeno sobre el ADN. Se mostré que el pretratamiento con flavonoides a
concentraciones entre 7.6 y 297.4mM redujo el dafio oxidativo al ADN generado por
H,0, a una concentracion de 100mM en linfocitos humanos, siendo apigenina vy
lutolina los mas efectivos.>®

La ciclooxigenasa y lipoxigenasa, involucradas en la cascada del acido araquiddnico,
resultan inhibidas por los flavonoides en multiples ensayos experimentales. La eficacia
de la inhibicidn varia enormemente; asi, un Unico flavonoide puede inhibir a una
enzima a bajas concentraciones, pero puede necesitar de concentraciones 100 veces
superiores para inhibir a otra. Por ejemplo, la silibina inhibe fuertemente a la
lipoxigenasa-5 de granulocitos humanos y de las células de kuffer humanas y de ratas,
con valores de ICsp alrededor de 15mM determinados por la formacidon de
leucotrienos.3®  Sin embargo, se necesitan concentraciones de hasta 3 o 4 veces
mayores para lograr la mitad de inhibicion mdaxima en la via de COX en células
endoteliales y granulocitos humanos.?®® Otro ensayo con 11 flavonoides mostré que
éstos inhibieron tanto a la ciclooxigenasa como lipoxigenasa, pero algunos como el
cirsiliol y otros fueron mas efectivos para inhibir a lipoxigenasa.?2¢

6.5. Efecto de los flavonoides sobre algunos sistemas enzimaticos

In vitro, se demostré que los flavonoides afectan la actividad de diversos sistemas
enzimaticos, aunque existen evidencias de que también pueden hacerlo in vivo, por lo
que es pertinente indicar los efectos de los flavonoides sobre aquellos sistemas
enzimaticos que pueden ser potencialmente blancos terapéuticos.

Cinasas

PKC es una enzima que fosforila los residuos de serina y treonina, ampliamente
distribuida en mamiferos, siendo dependiente de Ca** y de fosfolipidos, con una
participacién activa en diversas funciones celulares como procesos inflamatorios vy
tumorogénicos.®”3*°  Se ha demostrado que PKC es inhibida in vitro e in vivo por
guercetina, morina, rutina y miricetina. Ferriola y cols. demostraron que fisetina y
luteolina fueron los inhibidores mas activos de la PCK de cerebro, ya que mediante
experimentos en los cuales emplearon diferentes sustratos proteicos (histona vy
protamina) asi como diversos activadores (diacilglicerol y acetato de
tetradecanoilforbol), ambos flavonides inhibieron el sito de unién de ATP en la porcién
catalitica de PKC.3*®3% Ademds de PKC, otras enzimas que emplean el ATP como
sustrato, fueron inhibidas por flavonoides mediante la uniéon competitiva del
flavonoide al sitio de unién de ATP, mostrando que el grupo hidroxilo en posicién 3
juega un papel importante en dicha actividad inhibitoria.>*” En adicién, las MAP cinasas
en células de cancer epidérmico humano fueron fuertemente inhibidas por la
quercetina a una concentracion .%OMM.398 También, se demostré que la cinasa de
cadena ligera de miosina (MLCK), la cual cataliza la fosforilacién de la cadenas ligeras
de miosina en varios tipos celulares, es inhibida por Kaempferol (IC50:0.45uM).399
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ATPasas

Los flavonoides también pueden afectar las ATPasas dependientes de Na‘/K*, ATPasa
mitocondrial y la ATPasa dependiente de Ca?*.*®®*% La ecto-ATPasa dependiente de
leucocitos es inhibida por quercetina.’®® La Ca?*ATPasa del reticulo sarcoplasmico de
musculo de ratdn fue inhibida por varios flavonoides, en donde se observé también
que éstos pueden inhibir la liberacion de histamina de células mastociticas.*”” En
estudios de las proteinas contractiles de musculo esquelético de conejo, se encontré
gue la quercetina causa un cambio conformacional en la estructura de la miosina, lo
que coincide también con el incremento en la actividad de la ATPasa.*® A
concentraciones mayores, la quercetina inhibe la super precipitacion de la automiosina
asi como la actividad de la ATPasa. En lo que respecta a la ATPasa dependientes de
Na‘/K*, se ha demostrado que el sitio de inhibicién no estd relacionado con el sitio de
unién especifico para glucésidos cardiacos.*®

Ciclooxigenasa, lipoxigenasa y Fosfolipasa A,.

Se ha visto que la quercetina es un inhibidor efectivo de PLA; en leucocitos humanos y
de conejo.®*! La quercetagenina, el kaempferol y la escutalareina inhiben la PLA,
sinovial humana con valores de I1Csy de 12.2 a 17.6 uM.m Yamamoto y cols.
estudiaron el efecto de varias benzoquinonas, asi como de diversos flavonoides, sobre
algunas enzimas de la via biosintética de los leucotrienos vasoactivos, encontrando
que la 3’-4’-5 trihidroxi-6,7-dimetoxiflavona es un potente inhibidor de la 5-
lipoxigenasa (IC50=0.1MM).414'416 Para lograr tal inhibicidon, se requiere que el
flavonoide posea una combinacién de sus propiedades quelantes y reductoras de
hierro, lo que se logra con los flavonoides polihidroxilados.*”**® Asi la inhibicion
selectiva de estas vias enzimaticas podria representar una esperanza terapéutica para
la introduccion de farmacos mas eficaces y seguros para en tratamiento de procesos
inflamatorios, cancer, Alzheimer entre otros.

Fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos

EL AMPc y el GMPc median diversos procesos bioldgicos a través de su capacidad de
estimular a las proteinas cinasas dependientes de nucleétidos ciclicos, los cuales en
turno, fosforilan a los sustratos proteicos celulares y desencadenan respuestas
especificas. Ambos nucleétidos ciclicos se forman a partir de ATP y GTP mediante la
activacion catalitica de la adenilato y guanilato ciclasa, sin embargo, esta actividad se
interrumpe por accién de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (PDE). La inhibicion
de la PDE por los flavonoides ha sido ampliamente descrita, poniendo como
requerimeintos estructurales para esta inhibicién la presencia de un nucleo flavona,
flavanol y flavilio.**®**'  Se ha propuesto que la capacidad inhibitoria de la PDE por los
flavonoides se debe a la semejanza estructural con el anillo de pirimidina del AMPcy a
la presencia del anillo de pirinona en los flavonoides activos. Por lo anteriormente
expuesto, las PDE son un blanco celular muy importante, dado que algunos flavonoides
aislados y purificados de plantas muestran una inhibicion selectiva. De igual manera,
se ha demostrado que flavonoides como la apigenina, disminuyen la actividad
plaquetaria inducida por prostaciclina, un efecto que ha sido atribuido a la inhibicién
de la adenilato ciclasa, por lo que inhibidores selectivos de ésta enzima podrian
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presentar una notable actividad antiagregante plaquetaria.
Sialidasa

La sialidasa (neuramidasa) cataliza la hidrélisis de residuos de acido sialico a partir de
siaglicoconjugados, ejerciendo un efecto sobre funciones biolégicas ante la
presentacion de antigeno y receptores. La sialidasa de higado de ratén es inhibida no
competitivamente por la isoscutelareina-8-0O-glucorénido (IC5o0=40mM), mientras que
la sialidasa del virus de la influenza es inhibida débilmente.*? En ambos casos se
observd que los nucleos estructurales de flavonona y chalcona carecian de esta
actividad. En otros estudios con sialidasa de virus de la influenza, se encontré que los
compuestos trihidroxilados como la 5,7,4 -trihidroxi-8-metoxiflavona, son
moderadamente activos inhibiendo la infeccién por éste virus en un modelo que
emplea células renales de perro, asi como también la replicacién del virus en
embriones de pollo.*”>*** Por lo que algunos flavonoides podrian ser modificados
estructuralmente para generar compuestos con actividad antiviral.

Oxido nitrico sintasa

El 6xido nitrico es un mediador quimico que participa en procesos fisiolégicos tales
como la relajacién del musculo liso, lisis de células tumorales, destruccién de
microorganismos y otros procesos.’”® Se sintetiza mediante la conversién del
aminodcido L-arginina en presencia de oxigeno molecular a L-citrulina, siendo un
subproducto de la reaccién el éxido nitrico. Esta reaccion es catalizada por un sistema
enzimatico denominado 6xido nitrico sintasa, siendo la inducible (iNOS) y endotelial
(eNOS) el blanco mas importante para los flavonides.***** A éste respecto, hay una
controversia muy interesante; por una parte se ha acumulado evidencia de que la iNOS
de células C6 de gliomas puede ser inhibida por la genisteina y por compuestos
polifendlicos capaces de atenuar la produccidon de dxido nitrico en cultivos celulares C6
de astrocitos.*?*%?° Adicionalmente, se ha reportado que quercetina,
epigalactocatequina galato, morina, apigenina, fisetina y catequina inhiben la actividad
de 3 isoformas de la NOS.**® Sin embargo, la evidencia mas reciente al respecto,
apunta que extractos y flavonoides (luteolina y cinarosida) son capaces de incrementar
la actividad del promotor de la eNOS asi como la expresidon del ARNm de esta enzima,
incrementando asi la produccion de 6xido nitrico en cultivos de células endoteliales
humanas.® También se ha reportado que la (-)-epicatequina, purificada de extractos
de té verde, a una concentracién de 100uM, es capaz de generar una relajacién
dependiente del endotelio, la cual cursa con incrementos sustanciales en la produccion
de 6xido nitrico y GMPc.**

Es factible que el amplio abanico de efecto de los flavonoides sobre los sistemas
enzimaticos antes mencionados pueda explicarse mediante 2 hechos fundamentales:

1. La presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del nucleo flavonoide, y de
una hidroxilacién del anillo B, lo que favorece la interaccidon estereoespecifica de éstas
moléculas con los sitios enzimaticos activos

2. La unidn de los flavonoides a las proteinas o bien la formacién de complejos estables
de proteina-flavonoide haciendo inaccesible estos sitios activos.**>*%
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6.6. Flavonoides y enfermedad periodontal

En el campo de odontoldgico, se ha iniciado a explorar los efectos de algunos
flavonoides en la regulacion de la enfermedad periodontal. Se ha visto que el
pretratamiento con luteolina, quercetina, genisteina y quercetagetina regulardn la
fosforilaciéon de las MAPKs p38, ERK % y INK, asi como de AKT, inhibieron la
translocacién de NF-kB, expresidn de COX-2 vy la sintesis de IL-1 y PGE; inducida por
LPS de Porphyromonas gingivalis en fibroblastos gingivales humanos.*”*3®0tros
estudio se mostré que el flavonoide baicalina bloqueé la liberacién de MMP-8 inducida
IL-8 en PMNs de pacientes periodontalmente sanos, mostrando que baicalina puede
jugar un rol importante en la prevencién de la enfermedad periodontal.**® Ademas,
concentrados de arandano ricos en antiocianidas inhibieron laexpresion de COX-2 y
produccién de PGE,, IL-6 e IL-8 por fibroblastos gingivales inducidos con LPS,
demostrando las interesantes propiedades de las antiocianidas en el control de la
enfermedad periodontal.**® Por otra parte, se evalud el efecto de epigalactocatequina
galato-3 en periodontitis apical en ratas, donde se observé que éste flavonoide
disminuyd la expresién de Cyr61 por osteoblastos asi como la infiltracion de
macrdéfagos y disminucion clinica de lesiones periapicales inducidas por oncostatina-M,
mostrando las propiedades para suprimir la quimiotaxis de macrofagos y progresion de
peridontitis apical.**!

Sin embargo, la amplia variabilidad de flavonoides y sus diversos efectos, deben ser
mas explorados en el campo de la investigacién odontoldgica.

6.7. Miricetina

Miricetina (3,3",4",5,5,7-hexahidroxiflavona) es un compuesto fendlico del grupo de
los flavonoles encontrado ampliamente en drandanos, uvas, moras, cebolla roja, asi
como en bayas, verduras y otros furtos como las nueces. Se ha demostrado al igual
gue otros muchos flavonoides, miricetina posee diversas propiedades benéficas para el
cuerpo humano, destacando las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Un
estudio reveld que miricetina posee protectores sobre el dafo oxidativo del ADN,
donde se observé que miricetina previno la ruptura de las cadenas de ADN a una
concentracién de 100uM en linfocitos humanos tratados con perdxido de hidrégeno,
sugiriendo que su actividad protectora puede ser debida a su estructura y amplia
difusion por las membranas celulares.**?

Se ha visto que en macréfagos de ratones RAW264.7 estimulados con LPS, el
pretratamiento con miricetina significativamente inhibié la producciéon de IL-12 de
manera dependiente de la dosis; donde se observé que a través de la transfeccion de
éstas células con el promotor de IL-12 acoplado a luciferasa y tras la induccién con LPS,
aumentaba la actividad de unién de NF-xkB a su sitio, lo cual, significativamente
disminuyd bajo el tratamiento con la adicién de miricetina, idicando que miricetina
inhibid la produccién de IL-12 en macréfagos activados por LPS a través de la
desregulacién de la actividad de unién de NF-kB.***Ademas, miricetina ha mostrado
regular los efectos de mediadores inflamatorios como IL-13 en fibroblastos sinoviales
de pacientes con artritis reumatoide, donde se observd que el tratamiento con
miricetina, disminucién la produccién de IL-6 y MMP-1 en células sinoviales
estimuladas con IL-13, a través de regular la fosforilacion de las MAPKs JNK y p38.444
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Por otra parte, se mostré que miricetina estimula la diferenciacién osteoblastica en
varios estados, la cual es asociado con el incremento en laproduccion de la proteina
morfogenética dsea-2 y subsecuente activacion de SMAD1/5/8 y la MAPK p38. Lo que
sugiere que miricetina puede regular la maduracidon y regulaciéon osteoblastica y
subsecuente incremento en la produccién de masa désea.**®

Se ha sugerido que la via de JAK/STAT3 juega un rol importante en carcinogénesis y
transformacion celular; sin embargo, miricetina ha mostrado poseer un efecto sobre la
cantidad de células transformadas, esto a través de la inhibicion de la actividad
transcripcional de STAT3 y su unién al ADN., ademas de la inhibicion de la fosforilacion
de STAT3 en tyr705 y Ser727. En adiciéon, miricetina inhibid la fosforilacion de JAK1 e
incrementd la autofosforilacion del receptor de EGF, aunque éste ultimo efecto no fué
observado in vivo, demostrando que miricetina podria tener efectos regulatorios en la
transformacién celular vy carcinogénesis.446 Por otra parte, Miricetina
significativamente inhibié los niveles séricos de malonil aldehido e incrementd los
niveles de superdxido dismutasa en modelos de edema. Al mismo tiempo, miricetina
también disminuyd la cantidad de leucocitos, y durante inflamacion crdénica, inhibié la
formaciéon de tejido granulomatoso, demostrando que miricetina posee funciones
antiinflamatorias potentes tanto en inflamacién aguda como en inflamacién crénica.*”
En otras investigaciones, miricetina igualmente miricetina mostré inhibir la liberacion
de histamina en células RBL-2H3 inducidas con IgE o ésteres de forbol. Al mismo
tiempo, miricetina también mostrd inhibir la elevacion de calcio intracelular, expresion
de genes y secrecion de citocinas proinflamatorias, ademds de inhibir la translocacion
de NF-xB al nucleo y su unién al ADN, sugiriendo que miricetina posee una actividad
potencial en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y alérgicas a través de su
regulacion en la activacién de células mastociticas.**®
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7. Tratamiento de la enfermedad periodontal.

El principal objetivo en el tratamiento de la enfermedad periodontal es controlar la
infeccion. La cantidad y tipo de tratamientos puede variar dependiendo de su
extension. Se ha descrito que la fase inicial de la enfermedad, la gingivitis, es reversible
mediante una adecuada técnica de cepillado; sin embargo, la periodontitis se
considera una enfermedad incurable y donde solo existe un control de la misma. Dado
qgue en la mayoria de los casos la enfermedad periodontal es inducida por placa
dentobacteriana, ésta es el principal blanco terapéutico para el control de dicha
enfermedad.

Basicamente, los tratamientos enfocados a combatir ésta enfermedad son mecanico-
quiruargicos, los cuales van desde la profilaxis, el detartraje tanto supra como
infragingival hasta el raspado y alisado radicular. Sin embargo, en todos los casos, es
necesario el empleo de coadyuvantes tanto a nivel quirdrgico como en su control.
Dentro de los principales coadyuvantes utilizados se encuentran los enjuagues bucales,
microplacas antisépticas, geles antibidticos, microesferas antibidticas, supresor de
enzimas y antibiéticos orales.**?

Los enjuagues bucales contiene agentes antisépticos como el triclosan, el cual se ha
visto ser un buen bactericida y fungicida; sin embargo, existen reportes que
mencionan que algunas cepas presentan resistencia al triclosan, lo que cuestiona sus
propiedades antimicrobianas.****! ademas de que puede funcionar como un disruptor
del sistema enddcrino en ranas, sospechando tener los mismos efectos en
humanos.**%4%3

Los chips antisépticos contienen una sustancia activa también empleada en algunos
enjuagues bucales, la clorhexidina. La clorhexidina o gluconato de clorhexidina
pertenece al grupo de las biguanidas, sustancias antisépticas de accidon bactericida y
fungicida ampliamente utilizadas en Odontologia en concentraciones de 0.2%, 0.10% y
0.12%. Sin embargo, el uso prolongado de clorhexidina, ocasiona pigmentacion de
tejidos duros y blandos, disgeusia, achatamiento de papilas interproximales y existen
reportes de citotoxicidad en células del ligamento periodontal,***** ademés de
urticaria aguda por clorhexidina.**®

Por otra parte, el uso de antibidticos para controlar la infeccion bacteriana y reduccion
del tamafio de bolsas periodontales, asi como para reducir las enzimas que producen
la destruccién de tejido periodontal ha sido también empleada, destacando el uso de
dicloxaciclina, minociclina y tetraciclina tanto via sistémica como local.**’

Sin embargo, los coadyuvantes utilizados en la mayoria de las veces no son suficientes,
ademas de mostrar efectos secundarios adversos como la disgeusia y otras antes
mencionadas. Cabe mencionar que hasta la fecha, y dada la capacidad de regeneracion
de los tejidos que componen el periodonto, la mayoria de los tratamientos estan
encaminados al control de la infeccion e inflamacidn, y por ende, la reparacién de
dichos tejidos, y no a su regeneracion propiamente dicha. Sin embargo, los avances
en el entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad periodontal, ha permitido
ofrecer nuevos tratamientos con un minimo de efectos secundarios adversos, incluso
aun, se ha postulado la posibilidad de tratamientos regenerativos. A manera global, el
objetivo del tratamiento periodontal exitoso radica la prevencion y el tratamiento
inflamatorio periodontal que promueva la curacion.
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Por ejemplo, existen estudios que demuestran que inhibidores de la sefalizacién de los
TLRs, como las MAPK y algunas otras moléculas o factores de transcripcion
involucrados en dicha sefializacién, pueden modular las infecciones periodontales.
Antagonistas especificos e IL-1 y TNF-a inhibieron la progresion de pérdida 6sea por
reduccion de la formacidn de osteoclastos y reclutamiento de células inflamatorias en
un modelo experimental de periodontitis en primate.*® Recientemente, la terapia
anti-TNF-a ha sido una terapia bien aceptada en el control de artritis reumatoide con
accion rapida, la cual reduce mejor la destruccién articular comparada con otros
medicamentos utilizados clasicamente. En periodontitis, antagonistas de TNF-o. han
mostrado inhibir la respuesta inflamatoria y perdida de hueso en estudios
experimentales.**®

La evidente importancia de p38 en la enfermedad periodontal se deriva de estudios In
vitroque demuestran su importante rol en esta via de sefalizacidon para regular la
expresion de citocinas inflamatorias relevantes en el proceso de la enfermedad, como
IL-1B, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, NO, PGE2, MMP-13, RANKL en diversos tipos
celulares,**®*® incluyendo células residentes periodontales y fibroblastos gingivales y
del ligamento periodontal.**®*’® En modelos de pérdida 6sea alveolar con ratas se ha
visto claramente que el tratamiento que la inhibicién de p38 tiene un efecto protector
sobre la inflamacién y pérdida ésea alveolar, lo que indica que el uso de éstos agentes
puede ser considerado como nuevos moduladores en el tratamiento y manejo de la
enfermedad periodontal.

MK2 es una cinasa rio abajo y regulada exclusivamente por p38a,/B.”""Se ha visto en
ratones deficientes de MK2, el papel central que juega en la produccién de citocinas
proinflamatorias asi como resistencia al estrés el el shock endotéxico inducido por LPS,
reduciendo hasta el 90% de la produccién de TNF-a, IFN-y, IL-1B e IL-6.*”2 Como la
enfermedad periodontal posee remarcablemente vias inflamatorias similares, es
razonable anticipar que MK2 puede ser un blanco atractivo en el tratamiento de la
periodontitis. Mediante la transfeccién con siARN de MK2, se mostré in vitro
atenuacién de los perfiles de expresion de citocinas proinflamatorias, a través de JNK y
ERK, y no siendo asi para p38; ademas de reducir la expresidon de COX-2 y de CXCL-1. In
vivo, la observacion histoldgica mostré que siARN de MK2 deliberadamente atenuaron
el infiltrado inflamatorio asociado con pérdida ésea inducida por LPS de A
actinomycetemcomitans, lo que esta en relacién con la disminucion en la formacién de
osteoclastos.*”?

Los agentes anti-citocinas proveen una nueva oportunidad para modular la respuesta
del hospedero en enfermedades inflamatorias. En particular, se ha visto reflejado
dicho efecto en la expresiéon de RANKL, mediando la reabsorcidn ésea directamente.
Pocos estudios han investigado el efecto de los antagonistas de interleucinas en
periodontitis. En un estudio de investigacion de inflamacion y pérdida de tejido en
primates con periodontitis, usando el receptor | de IL-1 soluble como inhibidor de IL-1,
reporté su inhibicidon asi como una reduccién significativa en la inflamacién, pérdida
del aparato de insercidn y reabsorcion 6sea.*’*

471

Como hemos descrito, las investigaciones se han enfocado en el control de la
respuesta inflamatoria; sin embargo, existen tratamientos enfocados en combatir
directamente la reabsorcion dsea. Los bisfosfonatos actlian a través de su habilidad de
inhibir la actividad osteoclastica y han sido usados en una variedad de desordenes
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dseos como osteoporosis, artritis y periodontitis.*’”**’®Como los bisfosfonatos se unen

directamente a los osteoclastos y poseen un minimo efecto a nivel de la inflamacion,
son usados en combinacidn con agentes antiinflamatorios para el manejo de la pérdida
6sea asociada con inflamaciéon.*”” Un gran nimero de estudios han sido llevados a
cabo para evaluar el efecto de los bisfosfonatos en el manejo de la pérdida ésea en
periodontitis.*”®*#*  Aunque algunos de esos estudios ha demostrado una mejora en la
altura del hueso alveolar, las mejoras en general son bastante modestas y de
cuestionable implicaciéon clinica, pues en algunos casos, se ha presentado
osteonecrosis en maxilares.*8>4%®

La catepsina K es una cisteina proteasa de la superfamilia papaina, la cual es
selectivamente expresada en osteoclastos y juega un rol importante en la degradacién
de la matriz dsea. Es la Unica proteasa conocida de mamiferos que puede solubilizar
tanto coldgena | y Il por escision de la regidén telopeptidica. Catepsina K ha sido
identificada en tejidos periodontales y liquido crevicular, donde niveles altos han sido
identificados en pacientes con periodontitis,**”** por lo que ha sido vista como un
posible blanco terapéutico de la resorcidon ésea. De hecho, estudios en primates han
demostrado que la inhibicion de catepsina K reduce la reabsorcion 6sea.*®%%°

Las estatinas han sido ampliamente utilizadas en la prevenciéon de enfermedades
cardiovasculares a través del control del metabolismo lipidico; sin embargo, ademas de
su capacidad de reducir los niveles de colesterol, también poseen significativas
propiedades antiinflamatorias.** Una de las mas comunes estatinas es simvastatina,
la cual ha mostrado interesantes resultados en relacién al control de la pérdida dsea
alveolar, donde varios han demostrado patrones de proteccion en la pérdida ésea
alveolar en periodontitis.‘“’z'495 Mas recientemente, se demostré que el efecto de las
estatinas en el periodonto dependia del estado inflamatorio de los tejidos
periodontales.?®

En el consenso del séptimo taller Europeo sobre Periodoncia, fueron propuestas
nuevas opciones en el control de la enfermedad periodontal, como el uso de péptidos
antimicrobianos, probiodticos entre otros. Interesantemente, hubo un interés en el
efecto de los habitos alimenticios sobre el estado de salud periodontal. Se observé que
la dieta puede tener un rol dual, tanto en favorecer la enfermedad periodontal, como
en su control. Hay evidencias de que una dieta alta en calorias induce inflamacién
sistémica. El aumento en la obesidad central estd asociada con el incremento en la
prevalencia de periodontitis.’®” En contraste, se ha observado una relacién entre una
dieta rica en fibra, micronutrientes, antioxidantes, vitamina D y C, magnesio y acidos
grasos poliinsaturados con la baja prevalencia de periodontitis.**®

Hemos visto que la fisiopatogenia de la enfermedad periodontal esta controlada
principalmente por mecanismos inmunolégicos por parte del hospedero en respuesta
a los PAMPs de microoganismos presentes en la placa dentobacteriana,
desencadenando cascadas de sefalizacion intracelular para la subsecuente sintesis de
mediadores inflamatorias que ayudan a la defensa y neutralizacién del agente nocivo.
La regulacién a diferentes niveles de sefalizacién celular por parte de los flavonoides
debe ser tomada en cuenta para su posible uso en el tratamiento de las enfermedades
periodontales.
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Objetivos

Determinar el efecto de miricetina sobre la fosforilacién de las MAPK, AKT y
degradacidon de IkB en fibroblastos gingivales humanos tratados con acido

lipoteicoico de Streptococcus sanguinis.

Determinar el efecto de miricetina sobre la expresion de COX-2 en fibroblastos
gingivales humanos tratados con acido lipoteicoico de Streptococcus sanguinis.

Determinar el efecto de miricetina sobre la sintesis de IL-1B en fibroblastos
gingivales humanos tratados con acido lipoteicoico de Streptococcus sanguinis.
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Hipotesis

Si los flavonoides poseen propiedades antiinflamatorias, entonces, miricetina tendra la
capacidad de regular la sefalizaciéon celular involucrada en la sintesis de IL-1f
estimulada por el &acido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguinis en
fibroblastos gingivales humanos.
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Metodologia

Biopsia de tejido gingival y cultivo celular

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron a partir de un explante de tejido de encia
sano, a partir de un donante sin datos clinicos de enfermedad periodontal ni sistémica.*

Ensayo de viabilidad celular.

La viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos tratados con miricetina fué evaluada
mediante actividad mitocondrial por reduccidn metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT).>*

Electroforesis de proteinas y analisis de Western Blot

Los fibroblastos gingivales humanos sembrados en cajas de 6 pozos fueron preincubados
durante 30 minutos con miricetina a concentraciones de 1 a 15uM, seguidos del tratamiento
10pL de LTA obtenido de Streptococcus sanguinis a una concentracion de 10ug/mL durante 15
y 30 minutos.*®

Las membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios anti-p-ERK %, p-AKT, kB, p-p38 y
COX-2 y como controles anti-ERK %, AKT, p38 y tubilina-y diluidos en PBS en concentraciones
de 1:1000; se realizaron 3 lavados de 10 min con amortiguador de lavado (50mM de NaCl; Tris
100mM; Tween 2%; agua desionizada) y finalmente fueron incubadas con anticuerpos
secundarios anti-cabra, conejo y ratén a la misma concentracién.

Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas utilizando el sustrato de quimioluminiscencia
(Sta. Cruz Biotechnology), exponiendo la pelicula fotografica durante 10 min. Los resultados
obtenidos se analizaron mediante el sistema digital Lab-Works.
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RT-PCR

Se aislé el ARN total de los fibroblastos gingivales humanos usando el método de Chomczynski
y Sacchi, el cual fue cuantificado para utilizar 1ug en la reaccién. El ARN fue transcrito de forma
reversa usando el kit One Step RT-PCR (InVitrogen).

La reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se realizd utilizando los oligonucledtidos
5 TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT3 (sentido codificante) y
3 AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTTS (Sentido anticodificante) derivado de COX-2; 5'GCC AAA
GTC TTG ATT GAT TGG3’ (Sentido codificante) y 3 TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG5® (sentido
anticodificante) y 5 AGATCCACAACGGATACATT-3 (Sentido anticodificante)
derivado del gen de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) mediante 35 ciclos con
desnaturalizacién a 94°C por un minuto, alineamiento a 55°C por un minuto y extension a 72°C
por 1.5 min. Los amplicones fueron corridos en geles de Agarosa al 1% tefiidos con 10ug/mL de
bromuro de etidio y TBE 1X (89mM Trisma base; 89mM H;BOs; 2mM EDTA). La identidad del
fragmento se caracterizé por tu tamafio aparente mediante el uso de marcador de 10,000
pares de bases HyperLadder | (Bioline).

Ensayo de ELISA

Los medios de cultivo de células tratadas para RT-PCR fueron recuperados y almacenados en
ultracongelacién a -80°C. Una vez congelados, fueron liofilizados hasta sequedad y el producto
liofilizado fue resuspendidos en agua estéril a un volumen de 50uL. La reaccidn de ELISA se
realizé de acuerdo con las instrucciones del kit TiterZyme™ EIA Human IL-1p (Assay Designs).

El calculo del porcentaje de densidad éptica de unién se obtuvo mediante la sustraccion del
porcentaje de densidad dptica de cada muestra y estdndar menos el porcentaje de densidad
Optica del blanco. Los datos fueron analizados mediante la obtencién de una pendiente en la
grafica de los porcentajes de unidn neta de cada estandar contra su concentracidn respectiva
de IL-1B. La concentracién de IL-1p desconocida contenida en las muestras se obtuvo por la
interpolacion de su porcentaje de unidn neta en la pendiente.

Analisis de datos y métodos estadisticos

El analisis estadistico de los datos de densitometria se realizé mediante la determinacién de la
densidad dptica integrada de cada muestra y el uso de t-test. Cualquier diferencia entre los dos
grupos con un valor de P<0.05 fue considerado significativo.
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Resultados

Efecto de la miricetina sobre la viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos.

Se ha reportado que los flavonoides presentan propiedades citotdxicas en células A549 y otras
lineas celulares de cancer. Sin embargo, dicho efecto no ha sido observado en células de
tejidos sanos. Para descartar un posible efecto citotoxico, mediante el ensayo de MTT
decidimos primero evaluar si miricetina alteraba la viabilidad de fibroblastos gingivales
humanos. Nuestros resultados demostraron que fibroblastos gingivales humanos incubados
con miricetina a diferentes dosis (108M, 100nM, 1uM y 10uM) y tiempos (24, 48 y 72 hrs) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas que indiquen disminucidn su viabilidad
celular, por lo que se podemos concluir que miricetina no posee efectos téxicos ni altera la
viabilidad de dichas células. Fig. 1
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Figura 1. Efecto de miricetina sobre la viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos.Las células se sembraron en cajas de 96 pozos y se crecieron con DMEM al 10% de SBF y 1%
de AbAm hasta alcanzar la confluencia del 80%. Posteriormente las células se incubaron con miricetina a
24hrs (A), 48hrs (B) y 72hrs a un stock desde 10nM, 100nM, 1uM, 10uM. La viabilidad se evalud
mediante el ensayo de MTT con un lector de placas a 550nm. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA con una p < 0.05.
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Efecto de miricetina sobre la actividad de pERK 1/2 en fibroblastos
gingivales humanos estimulados con 4acido lipoteicoico de Streptococcus
sanguinis.

Investigaciones previas demostraron que el acido lipoteicoico induce la fosforilacion de las
MAPKs ERK y p38, AKT, ademas de promover la degradacién de IxB, favoreciendo la
translocacion de NF-xB al nucleo y subsecuente expresion de COX-2. Miricetina es un
flavonol que ha demostrado poseer diferentes propiedades en diferentes lineas celulares,
destacando su capacidad como regulador de la inflamacidn. Por tal motivo, se decidié evaluar
el efecto de miricetina utilizando dosis de 1, 5, 10 y 15uM en fibroblastos gingivales humanos
estimulados con 4acido lipoteicoico de Streptococcus sanguinis.  Nuestros resultados
demuestraron que la exposicion con LTA, aumento la fosforilacion de ERKY% 3 veces por arriba
del basal; sin embargo, miricetina reguldé dicho efecto de manera dosis dependiente con
tendencia hacia los niveles basales, por lo podemos concluir que miricetina regula el aumento
en la fosforilaciéon de ERKY promovido por el acido lipoteicoico obtenido de S sanguinis. Fig. 2
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Figura 2. Efecto de miricetina sobre la actividad de pERK % en fibroblastos gingivales
humanos (HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los HGFs se
crecieron en cajas de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la
confluencia. Las células se ayunaron durante 24hrs. con DMEM 2% SBF mas 1% de Ab/Am;
posteriormente, se incubaron con miricetina pro 30 min. a diferentes dosis, precedido de la incubacién
de LTA por 15min. Se observd que la incubacién con LTA incrementd 3 veces la fosforilacion de ERK con
respecto al basal, y dicha induccidn fué regulada de manera dosis dependiente ante el tratamiento con
miricetina desde 1uM hasta 15uM. Los resultados se analizaron mediante t-student con una p <0.05.
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Efecto de miricetina sobre la actividad de p-p38 en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus sanguinis.

Como ya se menciond, resultados previos en nuestro laboratorio demostraron que el acido
lipoteicoico estimuld la fosforilacion MAPK p38, mostrando un maximo a los 30 minutos. Por
tal motivo, también se evalué la capacidad de miricetina para regular dichos efectos. Nuestros
experimentos demuestran que el pretratamiento con diferentes dosis de miricetina regulan los
efectos del acido lipoteicoico con una diferencia estadisticamente significativa desde dosis de
1 hasta 15uM, en las cuales, se observoé incluso que su regulacion fue muy similar a los niveles
basales. Con estos resultados podemos concluir que miricetina regulé los efectos del acido
lipoteicoico en fibroblastos gingivales humanos. Fig. 3
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Figura 3.Efecto de miricetina sobre la actividad de p-p38 en fibroblastos gingivales humanos
(HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los HGFs se crecieron
en cajas de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la confluencia. Las
células se ayunaron durante 24hrs con DMEM 2% SBF mas 1%Ab/Am; posteriormente, se incubaron con
miricetina a diferentes dosis precedido de la incubacién de LTA por 15min. Se observo que la incubacién
con LTA incrementd mas de 2 veces la fosforilacion de p38 con respecto al basal, y dicha induccién fue
regulada de manera dosis dependiente ante el pretratamiento con miricetina desde 1uM hasta 15uM.
Los resultados se analizaron mediante t-student con una p <0.05.
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Efecto de miricetina sobre la actividad de p-AKT en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus sanguinis.

La proteina cinasa B o AKT esta involucrada dentro de la cascada de sefializacion de PI3K, la
cual regula multiples funciones como la supervivencia celular. Previamente, se observé que el
acido lipoteicoico promueve su fosforilacion en fibroblastos gingivales humanos, mostrando un
maximo a los 30 minutos. Nosotros evaluamos el efecto de miricetina a diferentes dosis (1-
15uM) sobre la actividad de AKT en fibroblastos gingivales humanos estimulados con acido
lipoteicoico. Se observé que miricetina a dosis desde 5uM, retornd el estado basal de p-AKT
alterado ante el estimulo con acido lipoteicoico, demostrando asi, que miricetina regula los
efectos del acido lipoteicoico de Streptococcus sanguinis sobre la via de PI3K, especificamente
por la regulacidn de AKT. Fig. 4.
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Figura 4. Efecto de miricetina sobre la actividad de p-AKT en fibroblastos gingivales
humanos (HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los HGFs se
crecieron en cajas de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la
confluencia. Las células se ayunaron durante 24hrs con DMEM 2% SBF mas 1%Ab/Am; posteriormente,
se incubaron con miricetina a diferentes dosis, precedido de la incubacion de LTA por 15min. Se
observé que la incubacidn con LTA incrementd mas de 2 veces la fosforilacién de AKT con respecto al
basal, y dicha induccién fue regulada de manera dosis dependiente ante el pretratameintocon
miricetina desde 5uM hasta 15uM. Los resultados se analizaron mediante t-student con una p <0.05.
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Efecto de miricetina sobre la degradacién de IkB en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus sanguinis.

IkB es una familia de proteinas relacionadas con la inhibicidn del factor de transcripcion NF-kB,
el cual, regula multiples funciones al llevar a cabo la transcripcion de genes, como los
involucrados en la sintesis mediadores proinflamatorios, todo lo anterior, cuando IkB es
degradado gracias a su fosforilacién. Anteriores investigaciones en nuestro laboratorio han
demostrado que el acido lipoteicoico de Streptocuccus sanguinis promueve la fosforilacion y
subsecuente degradacion de IkB, permitiendo asi la translocacion de NF-kB al nucleo. Sin
embargo, nuestros experimentos demuestran que miricetina inhibié la degradacién de kB
ante el estimulo con 4cido lipoteicoico, lo que sugiere que miricetina regula la translocacién
de NF-xB al nucleo y la subsecuente transcripcidon de genes. Fig. 5
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Figura 5.

Efecto de miricetina sobre la degradacion de I1kB en fibroblastos gingivales humanos (HGFs)
tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis. Los HGFs se crecieron en cajas
de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la confluencia. Las células se
ayunaron durante 24hrs con DMEM 2% SBF mas 1% Ab/Am; posteriormente, se incubaron con
miricetina a diferentes dosis precedido de la incubacién de LTA por 15min. Se observo que la incubacidn
con LTA estimuld la degradacion de IkB con respecto al basal, y dicha degradacion fue regulada de
manera dosis dependiente ante el pretratameinto con miricetina en dosis desde 5uM hasta 15uM. Los
resultados se analizaron mediante t-student con una p < 0.05.
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Efecto de miricetina sobre la expresién de COX-2 en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus sanguinis.

El proceso inflamatorio induce la sintesis de mediadores que lo promuevan y lo regulen. La
expresion y sintesis de COX-2 es un punto clave para metabolizar la sintesis de mediadores
inflamatorias como prostaglandinas y tromboxanos. Previamente nuestro laboratorio observé
que el acido lipoteicoico induce la expresion del gen de COX-2 a partir de las 4 horas de
estimulacién; por tal motivo, decidimos evaluar el efecto de miricetina sobre dicha expresién.
Nuestros resultados muestran que miricetina tiene la capacidad de regular la expresién del gen
de COX-2 en fibroblastos gingivales estimulados con 4&cido lipoteicoico, con niveles
estadisticamente significativos similares al basal. Esto sugiere que miricetina regula también la
expresion de genes involucrados con la respuesta inflamatoria. Fig. 6
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Figura 6.Efecto de miricetina sobre la expresion de COX-2 en fibroblastos gingivales
humanos (HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los HGFs se
crecieron en cajas de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la
confluencia. Las células se ayunaron durante 24hrs con DMEM 2% SBF mas 1% Ab/Am, posteriormente,
se incubaron con miricetina a diferentes dosis precedido de la incubacién de LTA durante 4 horas. Se
observé que la incubacion con LTA estimuld la expresién de COX-2 6 veces con respecto al basal;sin
embargo, dicha expresion fué regulada de manera dosis dependiente cuando ante el pretratamiento
con miricetina a dosis de 10uM y 15uM. Los resultados se analizaron mediante t-student con una p <
0.05.

68



Efecto de miricetina sobre la expresion proteica de COX-2 en fibroblastos
gingivales humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus
sanguinis.

Una vez que nosotros observamos que miricetina regula la expresién del gen de COX-2 ante el
estimulo del acido lipoteicoico, nosotros decidimos evaluar ahora que tanto de esa expresién
era traducida en proteina, y si miricetina regulaba también la traduccidn del gen de COX-2.
Nuestros resultados demuestran que miricetina regula también la expresion proteica de COX-2
en fibroblastos gingivales humanos estimulados con acido lipoteicoico de Streptococcus
sanguinis. Lo anterior sugiere que miricetina regula a COX-2 no solo a nivel transcripcional, si
no también a nivel traduccional, y muy probablemente disminuye la produccién de
prostaglandinas y tromboxanos sintetizados a partir del estimulo del acido lipoteicoico. Fig. 7
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Figura 7. Efecto de miricetina sobre la expresion de COX-2 en fibroblastos gingivales

humanos (HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los HGFs se
crecieron en cajas de 6 pozos suplementados con DMEM 10% SBF 1%AbAm hasta alcanzar la
confluencia. Las células se ayunaron durante 24hrs con DMEM 2% SBF mas 1%Ab/Am; posteriormente,
se incubaron con miricetina a diferentes dosis precedido de la incubacién de LTA durante 4 horas. Se
observd que la incubacién con LTA estimuld la expresidon proteica de COX-2 con respecto al basal; sin
embargo, dicha expresion fue regulada de manera dosis dependiente ante el pretratamiento con
miricetina en dosis de 10uM y 15uM. Los resultados se analizaron mediante t-student con una p < 0.05.
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Efecto de miricetina sobre la sintesis de IL-13 en fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido lipoteicoico deStreptococcus sanguinis.

Las citocinas proinflamatorias son aquellas proteinas encargadas de amplificar el proceso
inflamatorio ante diferentes estimulos, como productos microbianos. Las principales citocinas
proinflamatorias son la IL-1f3, IL-6 y TNFa, las cuales son sintetizadas por diversos estirpes
celulares. Dado que la enfermedad periodontal esta caracterizada por una respuesta
inflamatoria, nosotros nos dimos a la tarea de investigar el efecto del 4cido lipoteicoico sobre
la sintesis de IL-1B en fibroblastos gingivales humanos, asi como el efecto de miricetina de
regular los efectos de dicha toxina bacteriana. Nuestros resultados demuestran que el acido
lipoteicoico de Streptococcus sanguinis promovid la sintesis de IL-1B aproximadamente 3
veces mas que los niveles basales; sin embargo, miricetina reguld dichos efectos con tendencia
estadisticamente significativa a los niveles basales. Todo lo anterior sugiere que miricetina
tiene la capacidad de regular también la sintesis de citocinas proinflamatorias como la IL-
1P. Fig. 8
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FIGURA 8. Efecto de miricetina sobre la sintesis de IL-12 en fibroblastos gingivales humanos
(HGFs) tratados con acido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguinis.Los medios de cultivo
fueron recuperados después del tratamiento con LTA y miricetina a diferentes dosis, una vez congelados
a -80°C, fueron liofilizados a sequedad y el producto final se resuspendié un volumen de 50ulL para
realizar el ensayo de ELISA en placas con anti-IL-1 en su fondo. Se observé que la incubacién con LTA
estimuld la sintesis de IL-13 3 veces mas con respecto al basal, y dicha sintesis fue regulada de manera
dosis dependiente ante el pretratamiento con miricetina entre dosis de 5uM a 15uM. Los resultados se
analizaron mediante t-student con una p <0.05.
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Discusion

La respuesta inflamatoria en los tejidos periodontales es uno de los principales mecanismos
que conllevan a la pérdida désea del hueso alveolar y subsecuente pérdida de drganos
dentarios. Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que toxinas bacterianas
como el LTA, componente importante de bacterias Gram+, funciona como un activador
inmune con caracteristicas muy similares al LPS. La placa dental posee varios microorganismos
capaces de activar tanto al TLR2 como al TLR4. Se ha visto que en individuos con presencia de
mayor indice de placa dentobacteriana presentan mayor activacién del TLR4 respecto a los que
presentaban placa en menor cantidad; sin embargo, en ambos casos hubo activacién del TLR2,
lo que sugiere que especies comensales Gram+ pueden interactuar con el TLR2 para iniciar la
respuesta inflamatoria destructiva.®®?3** Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron
que el LTA obtenido de una bacteria Gram+ residente comensal de la placa dentobacteriana,
Streptococcus sanguinis, tiene la capacidad de inducir la fosforilacion de las MAPK ERK 1/2 vy
p38 y subsecuente expresion de COX-2 en fibroblastos gingivales humanos, demostrando asi,
el rol importante del LTA como inductor de la respuesta inflamatoria periodontal. Dado que
en la mayoria de los casos la enfermedad periodontal es inducida por las toxinas presentes en
la placa dentobacteriana, es propuesto que la regulacion de dichos efectos son acciones
fundamentales para la prevencién y control de la enfermedad.

Los flavonoides son un grupo de sustancias polifendlicas producto del metabolismo
secundario de las plantas que han demostrado multiples beneficios en la salud, destacando su
capacidad antiinflamatoria. Miricetina es un flavonol presente en frutas como arandanos y
moras, y se ha demostrado que posee multiples propiedades antioxidantes y de regulacion
del proceso inflamatorio.**?** En el presente estudio, nosotros evaluamos el efecto de
miricetina sobre los efectos del LTA obtenido de Streptococcus sanguinis en fibroblastos
gingivales humanos. Se observdé que miricetina no presenta propiedades citotoxicicas en
fibroblastos gingivales humanos, los cuales fueron incubados en dosis de 10nM, 100nM, 1uM,
10uM a 24, 48 y 72 hrs, por lo que para posteriores experimentos se decidid utilizar las 2 dosis
mas altas, una intermedia entre éstas y una mayor.

La activacion de las MAPK a través de la sefializacidon de los TLR es un proceso importante que
regula procesos de proliferacién, supervivencia, regulaciéon de la respuesta inmune e
inflamacidn, ya que ha sido demostrado que su inhibicidn a través del precursor MEK1, regula
procesos inflamatorios y carcinogénicos.**®*® Nuestros resultados demuestran que la
fosforilacion de las MAPK ERK 1/2 y p38 se vio incrementada aproximadamente 3 veces por
arriba del basal ante es estimulo con LTA en fibroblastos gingivales humanos; sin embargo,
miricetina reguld dichos efectos de manera dosis dependiente a partir de una dosis de 1uM
hasta 15uM. Efectos similares han sido observados en otros experimentos, donde miricetina
regulé la fosforilacién de las MAPK en fibroblastos sinoviales inducidos con IL-18.*** Ademds,
ha sido también reportado que la transfeccidon con siARN para MK2, una cinasa regulada por
p38a,/B, reduce los perfiles de expresidn de citocinas proinflamatorias a través de ERK,
demostrando que la posible regulacién de p38 influye en la reduccién de citocinas
proinflamatorias via MK2 y ERK.*%47

Varios receptores de superficie inducen la produccion de segundos mensajeros que transmiten
sefiales hacia el citoplasma. Una de éstas vias importantes es la de PI3K/AKT, la cual, regula
varios factores de transcripcién como NF-kB, controlando asi funciones como la supervivencia
celular, metabolismo de glucosa y cancer.’****? Reportes demuestran que naringina, un
flavonoide perteneciente a la familia de las flavononas atenua la liberacién de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas a través de la supresidn de la translocaciéon al nucleo de NF-kB
y fosforilacion de AKT en células de microglia BV2, previendo neuroproteccion.®
Experimentos realizados en éste trabajo demuestran que el tratamiento con LTA estimulé el
incremento de la fosforilacién de AKT respecto a los niveles basales; dicho efecto fue regulado
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satisfactoriamente con miricetina a partir de dosis de 5uM hasta 15uM, demostrando efectos
similares al estudio en células de microglia.

Para promover la sintesis de mediadores inflamatorios, es necesaria la activaciéon de moléculas
que induzcan una subsecuente expresion de genes que orquesten el proceso inflamatorio,
dichas moléculas se denominan factores de transcripcién. NF-kB es un factor de transcripcion
que regula un gran numero de genes relacionados con apoptosis, tumorogénesis e
inflamacién. En su forma inactiva, NF-kB es secuestrado en el citoplasma por la familia de
proteinas inhibidoras IkB, incluyendo IkBa, 1B, 1kBy, y lkBe. Cuando IkB es fosforilada, se
promueve su posterior ubiquitinizacidn y degradacién, permitiendo la liberacién y subsecuente
localizacion de NF-kB en secuencias consenso 5'GGGACTTTCC-3' de varios genes para
promover su expresién. Multiples mediadores inflamatorios son regulados a partir de la
transcripcién por NF-kB, por lo que ha sido demostrado que la inhibicion de éste factor de
transcripciéon regula la sintesis de mediadores inflamatorios. Varios flavonoides han
demostrado inhibir la transcripcién de genes por la regulacién de en la sefializaciéon de NF-kB.
Se ha observado que genisteina regula la sintesis de IL-13 a través de NF-kB en células de
ligamento periodontal.*** Similar a lo anterior, epigalactocatequina galato provee proteccidn
contra enfermedades vasculares como ateroesclerosis via NF-kB, gracias a su capacidad
antioxidante y antiinflamatoria, demostrando el rol de ambos flavonoides sobre la actividad de
NF-kB e inflamacidon. Nosotros decidimos evaluar la degradacion de 1kB como indicador de la
translocacion de NF-kB, mostrando que el LTA de S sanguinis promueve la degradacién de IxB
en aproximadamente un 65% respecto a niveles basales; sorpresivamente, miricetina reguld
dicha degradacion con tendencia a niveles basales estadisticamente significativos a partir de
dosis de 5uM hasta 15uM, lo que sugiere que muy probablemente también, miricetina regula
la translocacion de NF-kB al nucleo y subsecuente expresidn de genes. La explicacion de que
flavonoides como miricetina haya regulado la fosforilacién de las anteriores proteinas cinasas
ha sido descrita; ya que se ha demostrado que los flavonoides inhiben el sitio de unién de ATP
de diversas proteinas cinasas, donde el grupo hidroxilo en posicion 3 del flavonoide juega un
papel importante.%3%

El metabolismo del acido araquiddnico es un proceso fundamental para la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos, donde enzimas como COX-2 son indispensables para dicha
sintesis. Investigaciones sobre los mecanismos moleculares de la enfermedad periodontal han
demostrado que la placa dentobacteriana subgingival induce la expresién de COX-2 y sintesis
de PGE, en fibroblastos gingivales humanos, regulando asi la destruccién del hueso alveolar.*®®
Aunado a esto, el tratamiento con inhibidores selectivos de COX-2 reguld la profundidad de
bolsa y sangrado al sondeo, ambos, signos clinicos de enfermedad periodontal, por lo que la
regulacion de ésta enzima puede ser un importante coadyuvante en la terapia periodontal.'*
Por tal motivo, nosotros evaluamos el efecto de miricetina sobre la expresion de COX-2 en
fibroblastos gingivales humanos estimulados con LTA de S sanguinis. Nuestros resultados
demuestran que miricetina reguld los efectos del LTA sobre COX-2 tanto a nivel transcripcional
como a nivel traduccional, en ambos casos, con diferencias estadisticamente significativas en
dosis de 10 y 15uM, sugiriendo un posible rol de miricetina en regular el metabolismo de
mediadores inflamatorios como prostaglandinas y tromboxanos via COX-2. De hecho, ha sido
descrito que para la regulacidn de enzimas como COX-2, PLA, y lipoxigenasa mediante
flavonoides, es necesario que estos posean propiedades quelantes y reductoras del hierro,
caracteristicas presentes en flavonoides polihidroxilados,*”**®lo que explica los resultados
obtenidos ya que miricetina presenta radicales hidroxilo en posiciones 3,°4,’5 “del anillo fenilo”
B, posicidn 3 “del anillo pirano heterociclico Cy 5,"7" del anillo fenilo A .

Finalmente, la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-o. orquestan
eficazmente el proceso inflamatorio, donde IL-13 juega un papel importante en la reabsorcion
Osea exacerbada en la enfermedad periodontal, ya que ha sido ampliamente reportado su
implicacion en la pérdida dsea, mediante la activacion y prolongacién de la supervivencia de
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osteoclastos mediante el sistema RANK/RANKL/OPG.?>>*8 por tal motivo, se decidié evaluar el
efecto de miricetina sobre la sintesis de IL-1f3 en fibroblastos gingivales humanos estimulados
con LTA de S sanguinis, donde se observé que tras la exposicidon con LTA, hubo un aumento en
la sintesis de IL-13 aproximadamente 3 veces por arriba del basal; en contraste, miricetina
regulé dicha sintesis de manera dosis dependiente a partir de dosis de 5uM a 15uM con
tendencias estadisticamente significativas hacia los niveles basales. En otros estudios ha sido
demostrado que antagonistas especificos paralLl-1 y TNF-a. inhiben la progresién de pérdida
dsea por reduccién en la formacién de osteoclastos y reclutamiento de células inflamatorias.**®
Similarmente, un estudio concluyo que el uso del receptor soluble | de IL-1, funcioné como
inhibidor de IL-1 y subsecuente reduccion significativa in la inflamacion, pérdida del aparato de
insercién y reabsorcidn 6sea,”* por lo que probablemente nuestros resultados muestren un
rol regulador importante en la pérdida de hueso aumentada durante el proceso inflamatorio
de la enfermedad periodontal, dado que miricetina mostré regular la sintesis de IL-1f tras el
estimulo con LTA en fibroblastos gingivales humanos.

Con todos estos resultados hemos demostrado el papel importante de miricetina sobre los
mecanismos inflamatorios del LTA durante la progresion de la enfermedad periodontal.
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Acrénimos

AA: Acido araquiddnico

ADN: Acido desoxirribonucleico

AP-1: Proteina activadora 1

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATF3: Factor de transcripcion dependiente de AMPc
BIC: Cluster de integracién de células B

BIS: Bisindolilmaleimida (inhibidor de PKC)

CD14: Cluster de diferenciacion 14

CD36: Cluster de diferenciacion 36

CDs: Células Dendriticas

COX: Ciclooxigenasa

CpG: Regiones con alta frecuencia de citocina y guanina
CXCL: Quimiocinas

DAG: Diacilglicerol

dsRNA: ARN de doble cadena

ERK %: Cinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2
ICAM-1: Moléculas de adhesion intracelular-1
IFNy: Interferon-y

IKK: Cinasa kB

IL-1B: Interleucina-1f3

IL-8: Interleucina-8

IRAK: Cinasa asociada al receptor de interleucina-1
IRF: Factor regulador de interferon

JNK: Cinasa terminal-N c-Jun

LBP: Lipopolisacharide binding protein.

LFA-1: Ligando para la funcidn linfocitica asociada con el antigeno 1.
LO: Lipoxigenasa

LPS: Lipopolisacarido

LRR: Repeticiones ricas en Leucina

LTA: Acido lipoteicoico

MAPKKK: Cinasa cinasa MAPK

MD-2: Antigeno linfocitico 96

MMP: Metaloproteinasas

MyD88: Factor de diferenciacién mieloide 98
NF-kB: Factor nuclear-kB

NO: Oxido nitrico

OPNi: Precursor de osteopontina

p38: MAP cinasa p38

pDC: Células dendriticas plasmocitoides

PGE;: Prostaglandina E;

PGs: Prostaglandinas

PIP,: Fosfatidilinosiltol 4,5-bifosfato

PKC: Proteina cinasa C

PMNs: Células polimorfonucleares

RHIM: Motivo de interaccién homotipica Rip
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siRNA: ARN pequeiios inhibidores

ssRNA: ARN de cadena sencilla

TAB2: Proteina de unién a TAK1

TAK1: Cinasa activada 1.

TBK1: Proteina cinasa serina/treonina 1

TGF[: Factor de crecimiento tranformante-f3

TIMP: Inhibidores de melatoproteinasas

TIR:Dominio homdlogo al receptor IL-1/Toll

TIRAP: Proteina adaptadora contenida en el dominio del receptor de IL-1/Toll
TLR: Toll like receptor

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRAF: Factor asociado con el receptor de TNF

TRAM: Molécula adaptadora relacionada con TRIF

TRIF: Dominio que contiene el adaptador inductor de IFN-f
Ubc13: Enzima Ubiquitina Conjugada 13

UevlA: Variante de enzima de conjugacion de ubiquitina
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