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RESUMEN

RESUMEN

L os neutrdfilos polimorfonucleares (PMNSs) son un tipo de leucocito que tiene participacion en la
primera etapa de la inmunidad innata. Constituyen la primera linea de defensa del hospedero
frente a un agente patdgeno, pero la liberacion de sus componentes puede causar destruccion de
tegjido. Estas células al activarse secretan citoquinas inflamatorias, fagocitan a las bacterias y las
destruyen a través de agentes microbicidas como intermediarios de oxigeno reactivo (ROS) y
oxido nitrico (NO) y, también, a través de la secrecion de metal oproteinasas (MMPS). Las MMPs
son enzimas hidroliticas con caracteristicas neutras que degradan colageno, gelatina, laminina 'y
otros componentes de la matriz extracelular, secretandose desde neutrdfilos la MMP-8
(colagenasa) y laMMP-9 (gelatinasa B).

La periodontitis es una enfermedad que causa la destruccion del colageno en e ligamento
periodontal provocando inflamacion. El proceso destructivo es el resultado de una compleja
interaccion entre estas bacterias, la inmunidad del hospedero y los sistemas inflamatorios.Las
principales bacterias implicadas en la enfermedad periodonta son anaerdbicas vy
gram-negativaseincluyen Porphyromonas gingivalis (Po) y Actinobacillus
actinomycetemcomitans(Aa), entre otras. El reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP), por parte de los neutréfilos lo realiza una importante familia de receptores
Ilamada receptores de tipo Toll (TLR).

Los objetivos de esta tesis fueron: 1) estudiar la respuesta de los neutrofilos periféricos
(circulantes) frente a periodontopatdgenos como Pg y Aa 'y, ademés, de agunos de los PAMPs
méas conocidos como LPS de Escherichia coli (componente de la pared celular), Zymosan A
(extracto de Saccharomyces cerevisiae) y la lectina fitohemaglutinina (PHA); y 2) comparar la
respuesta de neutrofilos provenientes de pacientes con periodontitis con la de individuos sanos.

La respuesta de los neutréfilos frente a agentes potencialmente estimuladores o activadores
se estudio, tanto en sangre completa como en neutrofilos purificados, a través del andlisis de la
secrecion de la enzima MMP-9 y |a citoquina IL-8, intentandose ademéas medir la liberacion al
medio de éxido nitrico (NO). La actividad de MMP-9 se determind por zimografia en geles de
poliacrilamida en presencia de gelatina (colageno desnaturalizado) como sustrato, en condiciones
desnaturantes, o que permite evaluar las formas activay latente de la gelatinasa. Los niveles de
IL-8 se determinaron utilizando el método ELISA. Los intentos de demostrar un aumento de
liberacion de NO en respuesta a | os estimuladores fueron infructuosos, no obstante se trataron de
cuantificar los niveles de sus metabolitos estables (nitrito y nitrato) por € sensible método de
electroforesis capilar.

En sangre completa, al comparar la condicion estimulada con la condicion basal en ausencia
de estimulador, PHA aument6 la liberacion de MM P-9 en ambos grupos (sanos 'y pacientes). Por
otra parte, LPS y Pg estimularon la secrecion de IL-8 solo en e grupo de pacientes. No se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes con enfermedad periodontal y
el grupo control de los individuos sanos en cuanto laliberacion de MMP-9 e |L-8.

Al trabgar con neutrofilos purificados, en ambos grupos LPS y Pg aumenté
significativamente la liberacion de MMP-9 respecto a la condicién basal, encontrandose ademés
un aumento significativo en el grupo de pacientes comparado con € grupo sano. La secrecion de
IL-8 respecto a la condicién basal aument6 sdlo en pacientes por efecto de LPS'y Zymosan A.
La comparacion entre los dos grupos mostro diferencias significativas en la liberacién de I1L-8 &
incubar con LPS, Pg, Aay Zymosan A, observandose una mayor activacion en los neutréfilos de
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los pacientes. La secrecion de IL-8 se encontrd atenuada en pacientes, pero se observéd una gran
aumento en su secrecion (activacion) por todos los estimuladores estudiados (entre 3 'y 7 veces),
adiferenciadel grupo control.

L os resultados en neutrofilos purificados apoyan la hipétesis propuesta de que este tipo de
leucocitos periféricos en pacientes con periodontitis son mas reactivos (hiper-reactivos) que los
de individuos sanos. La determinacion de la respuesta de los neutréfilos periféricos podria ser
una herramienta Util para e seguimiento de la eficacia del tratamiento en los pacientes con
periodontitis. La baja proporcién de neutréfilos en las muestras de sangre completa no permitié
observar esta hiper-reactividad, ni tampoco la respuesta estimuladora en general.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are a kind of leukocyte involved in the early innate
immune response. They constitute the first line of host defense against a pathogenic agent, but
the release of their components may cause tissue destruction. When these cells are activated they
release proinflammatory cytokines, they phagocyte bacteria and destroy them through
microbicidal agents like oxygen intermediates (ROS), nitric oxide (NO) and, also, through the
release of metalloproteinases (MMPs). MMPs are hydrolytic enzymes with neutra
characteristics which are able to degradate collagen, gelatin, laminin and other extracellular
matrix components, releasing from neutrophils MM P-8 (collagenase) and MMP-9 (gelatinase B).

Periodontitis is a disease that destroys collagen in the periodontal ligament producing
inflammation. The destructive process is the result of a complex interaction between these
bacteria, the host immunity and the inflammatory systems. The main bacteria involved in the
periodontal disease are anaerobic and gram-negative and they include Porphyromonas gingivalis
(Pg) and Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), among others. Recognition of
pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs) by neutrophils is carried out by an important
family of receptors caled Toll like receptors (TLR).

The objectives of this thesis were two: 1) to study the response of peripheric (circulating)
neutrophils against periodontopathogens Pg and Aa and, also against some of well known
PAMPs such like LPS from Escherichia coli (cell wall component), Zymosan A (Saccharomyces
cerevisiae extract) and the lectin phytohemagglutinin (PHA); and 2) to compare the response of
neutrophils from patients with periodontitis to those from healthy individuals.

The response of neutrophils against potentially stimulating agents or activators was studied
in both whole blood and purified neutrophils, through the analysis of the release of the MMP-9
enzyme and the cytokine IL-8, trying to measure also the release of nitric oxide (NO) to the
incubation medium. The activity of the MMP-9 was determinated by zymography on
polyacrylamide gels, including gelatin (denaturalized collagen) as a substrate, in denaturating
conditions, to evaluate both the active and latent forms of the gelatinase. The IL-8 levels were
assayed using the ELISA method. Attempts to demonstrate an increase in the release of NO in
response to the stimulators were unsuccessful, even though the nitrite and nitrate determination
was used in an attempt to quantify the levels of its stable metabolites by the sensitive method of
capillary electrophoresis.

In whole blood, when comparing the stimulated condition with the basal condition in
absence of a stimulator, PHA increased the release of MMP-9 in both groups (healthy and
patients). On the other hand, LPS and Pg stimulated the release of 1L-8 only in the patient group.
Significant differences between the group of patients with periodontal disease and the control
group of healthy individualsin terms of the release of MMP-9 and IL-8 were not found.

When working with purified neutrophils, in both groups L PS and Pg significantly increased
the release of MMP-9 with respect to the basal condition; a significant increase in the patients
group compared to the healthy group was also found. The release of I1L-8 with respect to the
basal condition increased only in patients due to the effects of LPS and Zymosan A. The
comparison between the two groups showed significant differences in the release of 1L-8, during
incubation with LPS, Pg, Aa and Zymosan, with a greater activation in the neutrophils from
patients. The secretion of 1L-8 was reduced in patients, but with all the stimulators studied a
larger secretion (activation) between 3 and 7 fold was observed in patient neutrophils as
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compared to that of the healthy group.

The results in purified neutrophils support the proposed hypothesis that this type of
peripheric leucocyte in patients with periodontitis is more reactive (hyper-reactive) than in
healthy individuals. Determination of peripheral neutrophil response can be an useful tool for
monitoring the efficacy of the treatment in periodontitis-affected patients. The proportion of
neutrophils in whole blood samples was too low to observe this hyper-reactivity, or the
stimulating response in general.

Restaino Bianchi, Carmen Gloria



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Aa Actinobacillus actinomycetemcomitans
AP-1: factor nuclear
BCA: &cido bicinconinico
C: control
CD 31: molécula de adhesion
CXR1: receptor 1L-8
CXR2: receptor 1L-8
DE: desviacion estandar
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
ELISA: “enzyme-linked immunosorbent assay”
fMLP: N-formil-1-metionil-1-leucil-1-fenilalanina
GM-CSF: factor estimulador de colonias granul ocito-macréfago
HIV: “human immunodeficiency virus’
|CAM-1: molécula de adhesion intermolecular-1
IFG-#: interferon #
IgG: inmunoglobulina G
IL: interleuquina
IL-8(e)/IL-8(b): IL-8 estimulada con respecto al valor basal
INOS: enzima 6xido nitrico sintasa inducible
IP: indice de placa
IRAK: quinasa asociada al receptor de IL-1
LFA-1: glicoproteina leucocitaria de adhesion cadena #
LPS: lipopolisacérido
MAP: proteina quinasa activada por mitégenos
MM P: metal oproteinasa
MM Pasa(e)/MM Pasa(b): actividad gelatinasi ca estimulada con respecto a valor basal
MyD88: molécula adaptadora
NADPH: fosfato dinucledtido de adenina nicotinamida
NF-AT: factor nuclear
NGAL.: lipocalina asociada a gel atinasa de neutrdéfilos
NF-#B: factor nuclear
NIC: niveles de insercion clinicos
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NO: 6xido nitrico

P: paciente

PA: periodontitis agresiva

PAG: periodontitis agresiva generalizada

PAL: periodontitis agresivalocalizada

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos
PBS: amortiguador de fosfato salino hipoténico
PC: periodontitis cronica

PHA: fitohemaglutinina

Pg: Porphyromonas gingivalis

PMN: neutrdfilos polimorfonucleares
proMMP: forma latente o zimégeno de MMP
PS: profundidad de saco

ROS: intermediarios de oxigeno reactivos

rpm: revoluciones por minuto

RPMI: medio de cultivo celular

SDS: dodecil sulfato de sodio

SPSS 8.0: software estadistico

TBS-T: solucién de amortiguador salino con Tween 20 al 0,1%
TGF-#: factor de crecimiento transformante #
TIMP: inhibidor tisular

TLR: receptor detipo toll

TNF-#: factor de necrosis tumoral #

TRAF 6: factor asociado al receptor de TNF

Z: Zymosan A
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES SOBRE NEUTROFILOS

Los neutrofilos o leucocitos polimorfonucleares (PMN), son células sanguineas altamente
especializadas que se caracterizan por un nucleo multilobulado (segmentado en 3 a 5
I6bulos interconectados) y un citoplasma granular (Figura 1). Gran parte de los
componentes celulares del neutrdfilo: superficie celular, granulos citoplasmaticos y
citosol, estan implicados en la fagocitosisy destruccion de bacterias. Estas acciones estan
coordinadas, entre otras, por la liberacion de enzimas, péptidos anti-microbianos vy
especies reactivas del oxigeno (ROS).

Restaino Bianchi, Carmen Gloria 11
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Figura 1: Morfologia basica de un neutrdfilo circulante: ndcleo multilobulado y gréanulos de
secrecion caracteristicos.

Los neutrdéfilos son un tipo de leucocito que puede sintetizar proteinas en intervalos
regulares, en una etapa temprana en su proceso de maduracion en la médula ésea, y

almacenarlas por varios dias como grandes granulos citoplasmaticos.

Cuando los neutrofilos son estimulados apropiadamente, se movilizan desde la
sangre a los tejidos y, en segundos, pueden liberar sus contenidos a vacuolas
endociticas o, por fusidon con la membrana plasmatica, al exterior de la célula (Faurschou

& Borregaard, 2003).

Aproximadamente el 55% a 60% de la médula dsea se dedica a la produccién de
neutréfilos. Abundan en la sangre donde tienen una vida media corta si es que no son
reclutados a sitios de inflamacién por quimioquinas y citoquinas especificas. Una vez
reclutados, migran rapidamente de la sangre a los tejidos que, de otra forma, estan
desprovistos de neutrdfilos (Zychlinsky y col., 2003). Los neutrdfilos se encuentran en 3
ambientes: médula ésea, sangre y tejidos. Constituyen la primera linea de defensa del
hospedero, pero la liberacion al exterior de sus componentes puede causar destruccion

tisular (Fredriksson y col., 2003).

Los granulos de neutrofilos se pueden dividir en 4 poblaciones distintas (Faurschou &

Borregaard, 2003):

Azurdfilos: contienen mieloperoxidasa.

12 Restaino Bianchi, Carmen Gloria
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Especificos: contienen colagenasas, gelatinasas, entre otras proteinas y no contienen
peroxidasa.

Gelatinasas: son un subgrupo de granulos especificos con alto contenido de
gelatinasas o metaloproteinasas.

Granulos de secrecion: son vesiculas intracelulares altamente moviles.

Los neutrofilos pueden secretar sus granulos independientemente. Los granulos de
secrecién son los de mayor movilizacién, le siguen los granulos de gelatinasa, luego los
granulos especificos y, finalmente, los azurofilos (Ford, 1999).

Los neutrdéfilos por interaccion con una amplia variedad de estimulos, liberan agentes
microbicidas y proinflamatorios al medio extracelular. Se han identificado 3 rutas distintas
de secrecion (Ford, 1999):

Respuesta rapida (en segundos): liberacién de compuestos recientemente
sintetizados como intermediarios de oxigeno reactivos y derivados fosfolipidos.

Respuesta en segundos o minutos: descarga de enzimas preformadas y proteinas
almacenadas en granulos intracelulares (desgranulacion).

Respuesta en pocas horas: la activacion de transcripcidén de genes resultante en
sintesis y secrecion de citoquinas proinflamatorias.

La desgranulacion tiene importancia en varios aspectos de la biologia fagocitica
incluyendo eliminacion de patdégenos, transmigracion a tejido inflamado y, también, dafio
y reparacion de tejido. Se induce por una amplia variedad de estimulos que interactian
con distintos receptores de superficie y pueden tener diferentes tipos de respuesta en los
neutrdéfilos. Los estimulos que inducen desgranulacion incluyen: factores quimiotacticos,
quimioquinas y citoquinas.

Los neutrdfilos interactuan con células endoteliales del tejido inflamado y son
estimulados a desgranular y la desgranulacion regula la adhesién de neutrdfilos y la
transmigracion. La migracion de neutrdéfilos en tejido inflamado ocurre en distintas etapas
(Berton, 1999):

Los neutrofilos se adhieren y ruedan a través del endotelio inflamado como resultado
de interacciones adhesivas mediadas por selectinas. Aqui los neutréfilos puen}grn ser
estimulados para desgranular. La unién a L-selectina gatilla un aumento en Ca™ libre
citosdlico y esto moviliza vesiculas de secrecion y granulos especificos.

La unidén a células endoteliales favorece la interaccion de neutrdfilos con sustancias
quimiotacticas que gatillan sefiales activantes de la adhesion de integrinas por sus
contrarreceptores endoteliales.

La activacién de la adhesién de integrinas por ligandos promueve la firme adhesion
de neutrdfilos en la superficie endotelial.

Después de la adhesién firme, los neutréfilos migran al espacio subendotelial.

Restaino Bianchi, Carmen Gloria 13
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1.2 FUNCION DE LOS NEUTROFILOS EN LA
RESPUESTA ANTIBACTERIANA

La fagocitosis la realizan los neutréfilos en la primera etapa de la respuesta inmune innata
y los macréfagos en una etapa posterior (Abbas y col., 2000; Parker y col., 2005). Los
neutréfilos y también los macréfagos, reconocen bacterias y productos bacterianos a
través de diversos receptores cuya funcién es estimular la migracion de las células al sitio
de infeccion, promover la fagocitosis de bacterias y estimular la produccién de sustancias
microbicidas. Entre éstos, destacan los receptores para: opsoninas, proteinas del
complemento, citoquinas, quimioquinas (especialmente IL-8) y péptidos que se inician
con el residuo N-formilmetionil (como el N-formil-1-metionil-1-leucil-1-fenilalanina o fMLP),
caracteristico de la traduccion en las proteinas bacterianas (Abbas y col., 2000).El
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), y no de
estructuras simples, por parte de los neutrdfilos y de todas las células de inmunidad
innata de vertebrados, ha puesto de manifiesto uno de los principales mecanismos de
reconocimiento de los patégenos (Trevani y col., 2003; Parker y col., 2005). Los
principales receptores que reconocen a los PAMPs son la familia de receptores del tipo
Toll (TLR). Se han descrito mas de una decena de estos receptores los que son casi
todos expresados en neutrofilos. El lipopolisacarido bacteriano (LPS) y el Zymosan A
(extracto de Saccharomyces cerevisiae) son algunos de los PAMPs mas estudiados los
que actuan a través de receptores TLR4 y TLR2/6, respectivamente (Hoshino, y col.,
1999, Beutler, 2000, Hayashi, y col., 2003). El reconocimiento de patrones moleculares
conservados en microorganismos por estos receptores lleva a una cascada de
transduccion de sefales que resulta en activacion celular y liberacion de citoquinas

(Hayashi y col., 2003).

Entre las citoquinas mas importantes que estimulan el proceso de migracién de
leucocitos a los sitios de infeccion se encuentran el TNF-L y quimioquinas, como IL-8,
que se producen en respuesta a una infeccion (Silva y col., 2004). El TNF-[1, estimula a
las células endoteliales a expresar moléculas que intervienen en la unién de diferentes
tipos de leucocitos. Dentro de 1 o 2 horas después de exposicion a esta citoquina, las
células endoteliales expresan E-selectina que media una unién inicial débil de neutrdéfilos
a sitios de inflamacion. En presencia de sangre que fluye, los neutréfilos que estan poco
unidos son impulsados a rodar a través de la superficie endotelial. Las integrinas
aparecen 6 a 12 horas después de la exposicion y median la unién estable de leucocitos
al endotelio. La adhesién firme es seguida por la migracion de leucocitos a través del
espacio interendotelial (Abbas y col., 2000) (Figura 2). Como modelo clasico de activacion
de neutrodfilos se utiliza lipopolisacarido (LPS) de bacterias (Sugita y col., 1998, Pugin y
col., 1999). También se ha descrito la estimulacién con Zymosan A (Hayashi y col., 2003)

y con fitohemaglutinina (PHA) (Pugin y col., 1999).
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1.3 FUNCION Y PRODUCCION DE IL-8

La reactividad de los neutréfilos esta modulada por varias citoquinas. Las citoquinas
proinflamatorias como interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-8 (IL-8) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) son activadores potentes, en cambio, las citoquinas
antiinflamatorias, cémo interleuquina-10 (IL-10), tienen participacion en la disminucion de
las funciones de neutréfilos. Entre las citoquinas, TNF-a e IL-8, son los mediadores
proinflamatorios responsables de la activacion y el reclutamiento que dirigen finalmente la
progresion del proceso inflamatorio (Silva y col., 2004)

Las quimioquinas representan un grupo de citoquinas estructuralmente relacionadas
cuya importancia en procesos inflamatorios se ilustra por su habilidad de reclutar
subpoblaciones de leucocitos (Scapini y col., 2000). Los miembros de esta gran familia de
moléculas consisten de proteinas de 8 a 14 kDa que comparten 20 a 70% de homologia
en la secuencia de aminoacidos. Los neutréfilos no son sélo productores, sino que
también son los blancos primarios para IL-8, respondiendo a este mediador por
quimiotaxis, liberacion de enzimas provenientes de granulos, estallido respiratorio de
oxidasa (aumento de produccion de peroxido), sobreexpresién de moléculas de adhesion
en la superficie y aumento de adherencia en las células endoteliales no estimuladas (El
Benna y col., 1995, Scapini y col., 2000). Los neutrofilos expresan 2 receptores para IL-8,
llamados CXR1 y CXR2, y ademas, producen citoquinas de las cuales IL-8 es la mas
abundante (Marie y col., 1998).

Se ha demostrado que los leucocitos polimorfonucleares (PMN) pueden expresar y
liberar biolégicamente cantidades relevantes de IL-8 después de la exposicion de LPS o
fagocitosis de S. cerevisiae opsonizado con IgG (Scapini y col., 2000). La IL-8 derivada
de neutrdfilos puede servir para inmobilizar a las células que ya estan presentes en tejido
inflamado a través de desensibilizacion de receptores. Aunque no hay duda de que la
IL-8 se sintetiza de novo y se libera al medio en respuesta a un estimulo dado, también
se ha demostrado que la mayor parte de la IL-8 recientemente biosintetizada permanece
asociada a la célula. Esta quimioquina puede potencialmente servir como un reservorio,
con funciones de sefializacién cuando los neutréfilos apoptoéticos son eliminados por
macrofagos (Scapini y col., 2000).

1.4 SECRECION DE INTERMEDIARIOS DE OXIGENO
REACTIVOS (ROS) y OXIDO NIiTRICO (NO)

Los neutréfilos fagocitana las bacteriasen vesiculas donde estos gérmenes son
destruidos. Su principal funcion efectora es destruir a las bacterias fagocitadas por fusion
de lisosomas con fagosomas (fagolisosomas) y por produccién de moléculas
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microbicidas. Un mecanismo microbicida es la conversion catalitica de oxigeno molecular
a radicales libres oxihaluros, que son agentes oxidantes altamente reactivos que
destruyen microorganismos (Zekonis & Zekonis, 2004). El primer sistema es la fagocito
oxidasa, enzima con multiples subunidades que se expresa en fagocitos activados y que
se ubica en las membranas plasmatica y fagolisosomal. Esta enzima reduce el O, a ROS
como radicales superoxidos usando NADPH como cofactor. El superdxido se dismuta
enzimaticamente en perdxido de hidrégeno, que es usado por la mieloperoxidasa de los
neutréfilos para convertir iones haluro, normalmente no reactivos, al acido hipohaluro
reactivo que es toxico para la bacteria (Kobayashi y col., 2003). El proceso por el cual se
produce ROS, se gatilla por ligandos activantes que se enlazan a receptores. Tanto
TNF-a y LPS pueden activar a los neutréfilos a producir grandes cantidades de ROS en

respuesta a otros estimuladores como el fMLP de bacterias y quimioquinas.

Ademas del sistema fagocito oxidasa, hay un segundo sistema generador de
radicales libres, que es la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS). La iNOS es una
enzima citosélica que se puede inducir en respuesta a estimulos inflamatorios como LPS,
IFN-LJ, TNF-0 e IL-1-11 (Batista y col., 2002). La iNOS cataliza la conversién de arginina a
citrulina y se libera 6xido nitrico gaseoso. EI NO se puede combinar con peréxido de
hidrogeno o superoxido generado por la fagocito oxidasa para producir radicales
peréxidos altamente reactivos entre los que se encuentra el peroxinitrito, que puede
destruir microorganismos. La iINOS vy la fagocito oxidasa trabajan juntas para eliminar

eficientemente a los microorganismos.

Cuando los neutrdfilos y macrofagos son fuertemente activados, pueden dafar el
tejido normal por liberacion de ROS, NO y enzimas lisosomales (Kobayashi y col., 2003).
Los productos microbicidas de estas células no distinguen entre tejido propio vy
microorganismos Yy si estos productos entran al medio extracelular son capaces de causar

dano al tejido.

1.5 SECRECION DE METALOPROTEINASAS (MMPs)

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular son una importante familia de
endopeptidasas liberadas por varias células como leucocitos polimorfonucleares
(neutrofilos), macréfagos, fibroblastos, células epiteliales y endoteliales (Pugin y col.,
1999; Ryan & Golub, 2000). Son proteasas que funcionan a pH neutro y utilizan varios
constituyentes de la matriz extracelular como su sustrato. LasMMPs son proteasas que
contienen zinc y tienen diferentes especificidades para sustrato. Estas enzimas se
secretan como proenzimas o zymdgenos y son activadas por otras enzimas proteoliticas
para la digestién de colageno. Existen inhibidores potentes naturales denominados
inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) que bloquean a las MMPs activadas (Ejeil y
col., 2003). Las metaloproteinasas son producidas por células infiltrantes y también, por
células residentes del periodoncio y tienen participacidn en eventos patologicos y

fisiologicos.

Las principales MMPs en neutréfilos son MMP-8 (colagenasa) que esta ubicada en
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los granulos especificos y MMP-9 (gelatinasa) que estd predominantemente en los
granulos de gelatinasa (Faurschou & Borreggard, 2003). Mientras que MMP-8 es capaz
de degradar colageno intersticial, MMP-9 es una enzima gelatinolitica que degrada varias
proteinas de la matriz extracelular, incluyendo coldageno de membranas basales
(Apajalahti y col., 2003).

La matriz extracelular no solo consiste de colagenos, sino que ademas de
proteoglicanos, laminina y fibronectina entre otros, que se deben remover primero para
que la colagenasa tenga acceso al sustrato colageno. En esta remocion también
participan otras MMPs como la MMP-3 que actua sobre laminina (Kettlun y col., 2003).

Los ligamentos periodontales y gingivales producen colagenasas que se cree que
participan en el recambio normal del tejido (Dahan y col., 2001, Ejeil y col., 2003). Sin
embargo, células inflamatorias como neutréfilos y macréfagos activados secretan
metaloproteinasas de la matriz extracelular, siendo la mayor fuente de MMP-8 y MMP-9,
en enfermedades inflamatorias como periodontitis (Romanellli y col., 1999, Uitto y col.,
2000, Kiili y col., 2002, Apajalahti y col., 2003). Estas enzimas son las principales
degradadoras de colageno en el tejido inflamado en gingivitis y periodontitis y se han
detectado en el liquido gingival crevicular y la saliva.

1.5.1 Patologia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular

Existen algunas enfermedades que han sido asociadas con la degradacion de colageno
de las matrices extracelulares. El remodelamiento de los tejidos se encuentra altamente
regulado por un complejo sistema de interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular, lo cual involucra la produccion de enzimas, activadores, inhibidores vy
moléculas regulatorias tales como citoquinas y factores de crecimiento (Woessner, 1991;
Fowlkes & Winkler, 2002).

La degradacion acelerada del tejido conectivo ocurre en situaciones patoldgicas tales
como enfermedades periodontales y que pueden explicarse por una falla en los
mecanismos normales de regulacion (Birkedal-Hansen, 1995). Las endopeptidasas son
enzimas claves en el proceso degradativo, ya que la matriz extracelular esta compuesta
principalmente por proteinas. Estas macromoléculas de la matriz extracelular pueden ser
degradadas por algunos de los cuatro tipos principales de endopeptidasas: las metalo,
serina, cisteina y aspartico proteinasas. Debido a las caracteristicas neutras del fluido
gingival crevicular, la destruccion de la matriz extracelular deberia ocurrir a pH neutro, lo
que implica que las proteinasas predominantes serian las MMPs y serina proteasas, las
que participarian en las fases iniciales de la destruccion (Birkedal-Hansen, 1993; Nagase
& Woessner, 1999).

1.5.2 Propiedades bioquimicas de las MMPs

Se han aislados 64 miembros de la familia de las metaloproteinasas de la matriz, desde
plantas, invertebrados y vertebrados. Dentro de esta familia, las enzimas se han
clasificado en subgrupos denominados colagenasas instersticiales (MMP-1, -8, -13),

Restaino Bianchi, Carmen Gloria 17



Estudio de la respuesta bioquimica de neutréfilos humanos frente a patégenos periodontales

gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), estromelisinas (MMP-3, -10, -11), metaloproteinasas
unidas a membrana (MMP-14, -15, -16, -17), matrilisina (MMP-7) y metaloelastasa
(Reynolds & Meikle, 1997).

. " . 2+ -
Las MMPs se caracterizan por contener un sitio de uniéon Zn~ dentro qu su dominio
catalitico y su estabilidad estructural se debe a la presencia del ién Ca™ , por lo que
pueden ser inhibidas con agentes quelantes del ion calcio.

Las enzimas que componen esta familia, poseen una alta similitud de secuencia de
aminoacidos, ya sea dentro de cada grupo o entre grupos distintos (Reynolds & Meikle,
1997). Dentro de su secuencia se han descrito seis dominios (Figura 3):

Secuencia de sedal

Domin:o 1, propeptido

Dominio 5, “switch de
clsleme . demmizo calahtico

Domin:o 2. dominio -aalitico

Domin:o 4. region de visegra

Cominio 3, Hemcpexina

Dam-nio G

Figura 3: Representacion de los distintos dominios de MMP-9.

Dominio 1: es un propéptido de aproximadamente 80 residuos en el cual se
encuentra un residuo de cisteina altamente conservado que tiene relacién con los
estados de latencia de las metaloproteinasas.
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Dominio 2: corresponde al dominio catalitico que posee 3 histidinas altamente
conservadas encargadas de la union al ion metalico zinc y un residuo catalitico de
acido glutamico. Este dominio contiene una region de 160 residuos de aminoacidos
que une los iones Ca2+y Zn2+.

Dominio 3: de la region carboxilo terminal de 200-300 residuos aminoacidicos tipo
hemopexina o vitronectina que contiene un puente disulfuro, el que interactua con los
sustratos peptidicos.

Dominio 4: es una region rica en prolinas que conecta los dominios 2 y 3.

Dominio 5: lo poseen las enzimas con actividad gelatinolitica donde se une el
sustrato gelatina (colageno desnaturalizado y parcialmente hidrolizado) y que esta
asociado con el dominio catalitico de la fibronectina.

En el caso de las enzimas unidas a membrana, este dominio posee una secuencia
adicional hacia la region carboxilo terminal que corresponde a una sefial para unién a
membrana (dominio 6).

Estas MMPs presentan regulacion a varios niveles:

a) Transcripcional: su expresion aumenta por efecto de hormonas, citoquinas y
factores de crecimiento celular, agentes quimicos como ésteres de forbol, colchicina
debido a su efecto sobre las fibras de actina. Por el contrario su expresion disminuye
con el TGF-f3, acido retinoico y los glucocorticoides (West-Mays y col., 1995).

b) Formacién de complejos con los TIMPs: los inhibidores titulares endégenos
especificos para metaloproteinasas conocidos como TIMPs se unen no
covalentemente a las formas activas y/o latentes de MMPs (Docherty y col., 1992,
Gbémez y col., 1997). Esta unién es a través de 2 residuos de cisteina de los TIMPs.
Los TIMPs poseen en su estructura 6 puentes disulfuro (altamente conservados en
los distintos TIMPs) que le confieren una alta afinidad hacia metaloproteinasas.

c¢) Activacion de la forma latente (zimogeno): las MMPs son sintetizadas en forma
inactiva y en el medio extracelular se activan por protedlisis limitada por accién de
otras MMPs y/o proteasas extracelulares (Mitchell y col., 1996).

Un desequilibrio entre los niveles de las MMPs y los TIMPs es consistente con la rapida
degradacién de la matriz extracelular (Eigel y col., 2003). Las MMPs y seril proteasas
parecen tener relacién con la destruccion de tejido en la periodontitis (Ingman y col.,
1996). Existe evidencia de que la destruccion de tejido resulta de un desbalance de las
metaloproteinasas sobre sus inhibidores titulares mas que de una activacion de las
formas latentes de estas enzimas (Soell y col., 2002).

En algunas enfermedades, como en artritis reumatoidea y osteoartritis donde los
niveles de MMPs estan por sobre los niveles de sus inhibidores, se observa una
degradacién del cartilago (Mitchell y col., 1996).
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1.6 PATOGENOS PERIODONTALES Y ENFERMEDAD
PERIODONTAL

La periodontitis créonica es una de las enfermedades mas comunes que afectaa los
sereshumanos. Es irreversible y causa la destruccion de las fibras de colageno en el
ligamento periodontal formando un saco periodontal que rompe el sello en torno al diente,
provocando inflamacion. La patogénesis de la periodontitis estda mediada por
interacciones entre el hospedero y factores microbiolégicos, ademas de factores de
riesgo genéticos y medioambientales (Kantarci & Van Dyke, 2002).Es el resultado de un
numero finito de especies bacterianas dentro de un complejo biofilm en la superficie
subgingival del diente. El proceso destructivo es el resultado de una compleja interaccion
entre estas bacterias, la inmunidad del hospedero y los sistemas inflamatorios.Las
principales bacterias implicadas son anaerébicas y gram-negativaseincluyen
Porphyromonas gingivalis (Pg) y Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) entre otras
(Eley & Cox, 2003). La periodontitis asociada a la bacteria Aa produce una toxina que
desgranula y lisa neutréfilos humanos (Claesson y col.,, 2002). La bacteria Pg puede
alterar la secrecién de las enzimas MMPs y causar activacion en las células hospedero
que conducen a la degradacion de tejido (Pattamapun y col., 2003)

Los neutrofilos constituyen la primera linea de defensa contra colonias microbianas
infecciosas en biopeliculas (Gamonal y col., 2002), siendo éstos atraidos hacia tejido
periodontal infectado por bacterias o tejido degradado. Como los neutréfilos, por si
mismos, causan dano al tejido y promueven su propia quimiotaxis, la acumulacion de
neutrofilos en sitios de inflamacion se amplifica rapidamente. Sobre el 90% de leucocitos
en el liquido gingival crevicular son neutrdfilos (Uitto y col., 2003). Las aberraciones en la
funcién de los neutréfilos pueden llevar a la destruccion y rapida progresion de la
enfermedad periodontal debido a que entre las proteinas que secretan, se encuentran la
lisozima, la mieloperoxidasa y la lactoferrina, las que actuan directamente sobre los
patégenos bacterianos impidiendo su crecimiento (Uitto y col., 2003).

Las bacterias periodontopaticas, Pg y Aa entre otras, también producen enzimas
proteoliticas e hidroliticas, las que pueden tener participacion en la enfermedad
periodontal reduciendo la efectividad de la defensa del hospedero o degradando tejido del
hospedero. Estas proteasas son capaces de degradar inmunoglobulinas, factores de
aglutinamiento, inhibidores de proteinasas y componentes de tejido conectivo del
hospedero. Ellas también, secundariamente promueven la degradacion de colageno por
activacion de pro-colagenasas del hospedero (Eley & Cox, 2003).

En muestras de saliva de pacientes con periodontitis se han realizado mediciones de
actividad para gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y colagenasa (MMP-1), observandose
aumento de la actividad de estas (Gangbar y col.,, 1990). En trabajos anteriores de
nuestro grupo, se investigé la presencia de MMP-9 en pacientes con periodontitis en
fluido gingival crevicular, mediante el uso de zimografia obteniéndose como resultado una
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elevada actividad de ambas formas de esta enzima (MMP-9 y pro MMP-9) comparada
con muestras tomadas de personas sanas (Teng y col., 1992, Pozo y col., 2005).

1.7 HIPOTESIS

En la enfermedad periodontal se ha observado que los neutréfilos circulantes son
hiper-reactivos, es decir, presentan una mayor respuesta frente a diferentes tipos de
estimulos (Fredicksson y col., 2003). Este hecho ha sido también observado en nuestro
laboratorio donde, en resultados preliminares de cultivos de sangre completa, se ha
observado una mayor secreciéon de MMP-9 en respuesta a patdgenos periodontales
(Valenzuela y col., 2003).

En consecuencia, considerando que los neutréfilos poseen una gran variedad de
receptores de reconocimiento para patégenos bacterianos, planteamos la siguiente
hipétesis:

“Los neutrofilos son activados por patdégenos periodontales, respuesta que se
manifiesta en un aumento en la secrecion de metaloproteinasas, IL-8 y NO. Esta
respuesta esta aumentada en neutrofilos de pacientes con enfermedad periodontal”.

1.8 OBJETIVO GENERAL

Demostrar si los neutréfilos, en presencia de patdgenos periodontales (Pg y Aa),
Zymosan A y LPS, son estimulados a liberar MMPs, IL-8 y NO y si hay diferencias entre
los dos grupos estudiados (sujetos sanos o controles y pacientes con periodontitis).

1.9 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la respuesta de neutréfilos presentes en sangre completa de sujetos controles
y pacientes con periodontitis frente a patéogenos periodontales (Pg y Aa) y otros
estimuladores clasicos (LPS y PHA).

Esta respuesta se evaluara en base a la secrecion de MMP-9, IL-8 y presencia de
metabolitos estables del NO en un medio de cultivo celular en condiciones de tiempo en
que solo responde la poblacién de neutrofilos.

Comparar la respuesta de los dos grupos estudiados (controles y pacientes) frente a
los estimuladores usados en sangre completa.

Determinar la respuesta de neutrdéfilos aislados de sangre de controles y pacientes
frente a patdgenos periodontales (Pg y Aa) y otros estimuladores clasicos (LPS y
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Zymosan A). La respuesta se evaluara en forma similar a lo propuesto para sangre
completa.

Comparar la respuesta de los neutrdéfilos purificados de los dos grupos en estudio
frente al efecto de los mismos estimuladores antes mencionados.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 SELECCION DE PACIENTES Y GRUPO CONTROL

El grupo de estudio estuvo compuesto por pacientes adultos con enfermedad periodontal
moderada a avanzada y por sujetos sin enfermedad periodontal. Los participantes con
enfermedad periodontal, fueron seleccionados en el Servicio de Atencion Primaria de la
Universidad de Chile, a cargo del Dr. Jorge Gamonal de la Facultad de Odontologia. Esta
seleccién se realizé de acuerdo a criterios de inclusién y exclusiéon de diagndstico. El
grupo control estuvo compuesto por voluntarios seleccionados de la misma Universidad.
A todos los participantes, previo al inicio de la investigacién, se les explicé el detalle y
proposito de ésta, ademas de solicitarles su colaboraciéon y un consentimiento informado.

Se registraron los siguientes parametros a través de una sonda computarizada de
tercera generacion (Florida Probe):

Placa bacteriana (IP): presencia v/s ausencia en seis puntos por cada pieza dentaria
en boca.

Sangramiento al sondaje: presencia v/s ausencia en seis puntos por cada pieza
dentaria en boca.

Profundidad de sondaje (PS).
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Niveles de insercion clinicos (NIC)

2.1.1 Criterios de exclusion

Los pacientes que presenten algunas de las siguientes variables fueron excluidos de la
investigacion :

Patologia sistémica, a través del interrogatorio clinico inicial se descartaron las
siguientes:

Fiebre reumatica

Cardiopatia congénita

Patologia renal y/o hepatica
Hipersensibilidad a antibiéticos

Discracia sanguinea

Terapia con anticoagulantes

Transplantes y/o uso de inmunosupresores
Terapia prologada con corticoides

Historia clinica de cancer

Diabetes

HIV+

Hospitalizaciones en el ultimo afho calendario
Utilizacion de antibibticos en los ultimos 6 meses

Con tratamiento periodontal previo

2.1.2 Criterios de inclusion de Periodontitis del adulto

Tener un minimo de 14 dientes incluyendo 10 dientes posteriores
Tener 5 a 6 dientes con profundidad de saco mayor que 5 mm
No haber recibido tratamiento periodontal

2.1.3 Criterios de inclusion del Grupo Control

Pacientes sistematicamente sanos 1.
Profundidad de sondaje menor a 3 mm 2.

Ausencia de caracteristicas inflamatorias de la encia o presencia de una inflamacion 3.
leve
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Ausencia de evidencia radiografica de pérdida ésea 4.

Esta seleccion se realizé de acuerdo a los criterios de inclusién establecidos en Armitage
(1999) y actualizados por el comité terapéutico de la Academia de Periodontologia de
USA.

2.1.4 Severidad de la enfermedad periodontal

La severidad de los pacientes con periodontitis se determiné a través de la interpretacion
radiografica y de los niveles clinicos de insercion, definiéndose como:

i) Incipiente: Pérdida 6sea y de insercion clinica menor o igual al 30% de la superficie
radicular.

i) Moderada: Pérdida 6sea y de insercion clinica mayor al 30%, pero no superior al
50% de la superficie radicular.

iii) Avanzada: Pérdida 6sea y de insercion clinica mayor al 50% de la superficie
radicular.

2.1.5 Toma de muestra

Las muestras de sangre de pacientes y controles se extrajeron el mismo dia del analisis.
Los voluntarios fueron citados al Servicio de Atencién Primaria de la Universidad de Chile,
lugar en el que se les extrajo aproximadamente 15 mL de sangre venosa, por un
profesional especializado. La sangre se mantuvo a 4°C en tubo anticoagulante hasta el
momento del analisis.

2.2 INCUBACION DE SANGRE COMPLETA

La muestra de sangre de voluntarios humanos sanos y pacientes afectados con
periodontitis, se extrajo el dia del andlisis y se mantuvo en tubo anticoagulante. 1 mL de
sangre completa se diluyd con medio de cultivo RPMI-164 con 10% suero fetal bovino
preparado de la siguiente manera: 20 mL de suero fetal bovino, 200 yL de gentamicina 5
mg/mL, 2 mL de glutamina, 200 mM, completando 200 mL con medio RPMI-1640. Se
utilizé unarelaciéon 1:4 (v/v) de muestra:medio RMPI. Se incub6é 1 mL a 37°C por una
hora. Se agregaron los extractos bacterianos en concentracion 1:1000, LPS en
concentracién 0,8 ug/mL y fitohemaglutinina (PHA) 2 ug/mL. Se incubé por una hora a
37°C. La sangre incubada se centrifugd por 10 minutos a 1200 rpm (centrifuga de
sobremesa Heraus). El sobrenadante se traspasé a nuevos microtubos y se congelé a
-20°C para analisis posterior.

Restaino Bianchi, Carmen Gloria 25



Estudio de la respuesta bioquimica de neutréfilos humanos frente a patégenos periodontales

2.3 EXTRACTOS BACTERIANOS

2.3.1 Preparacion de extractos bacterianos

Los extractos bacterianos de P. gingivalis (Pg) y A. actinomycetemcomitans (Aa) fueron
aportados por el laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral, Facultad de Odontologia
segun descrito en la literatura (Loomer y col., 1995)Aa (cepa Y4) se hizo crecer en agar
de soya triptico enriquecido y caldo de soya triptona que contiene carbonato de sodio,
L-cisteina, hemina y vitamina K. Pg (cepa A7A1-28) se cultivé en caldo Todd Hewitt
enriquecido y con hidroxianisol butilado que contenia los mismos suplementos antes
descritos. Las bacterias fueron cultivadas bajo condiciones anaerdbicas estrictas. Las
bacterias fueron muertas al hervir por 10 minutos y luego lavadas 3 veces con PBS. La
cantidad de extracto bacteriano se expresé de acuerdo a su contenido de proteina
medido por el método de acido bicinconinico. La dilucion de los extractos bacterianos se
realizé en PBS al 1% (amortiguador de fosfato salino hipoténico, compuesto de 0,15 M

NaCl, 12 mM NazHPO4, 2mM KH2PO4 apH74.).

2.3.2 Deteccion de proteinas de extractos bacterianos

Se realizd por analisis de proteinas utilizando el kit de Pierce élﬁSA) bfsado en acido
bicincéninico (BCA) que combina la capacidad reductora de Cu™ a Cu por proteinas,
en un medio alcalino, a través de deteccidén colorimétrica (Smith y col., 1985). Se
siguieron las instrucciones del fabricante realizando una curva estandar tomando
concentraciones de 2 ug/mL a 20 uyg/mL en un volumen de muestra de 0,5 mL. Las
muestras se mezclaron con 0,5 mL de una solucion preparada con 3 mL de solucion
alcalina con carbonato aportada por el kit, 2,88 mL de solucion de BCA y 0,12 mL de
solucion de sulfato de cobre pentahidratado. Se incub6 por media hora a 60°C. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se registré la absorbancia en espectrofotometro a una
longitud de onda de 562 nm. Se determind la ecuacion de la recta de acuerdo a los
puntos obtenidos de absorbancia y concentracion. Se tomaron concentraciones de los
extractos bacterianos de 5, 10 y 20 uL, se completdé a un volumen de 0,5 mL con agua
destilada y se realiz6 el analisis de proteinas con BCA por espectrofotometria. De
acuerdo a los valores obtenidos de absorbancia y a la curva estandar se determiné la
concentracién de proteinas en los extractos bacterianos.

2.4 PURIFICACION DE NEUTROFILOS

Los neutrdfilos se purificaron siguiendo el protocolo descrito por Rose y col. (1992), segun
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se decribe brevemente a continuacion:

Un volumen de 15 mL de sangre anticoagulada, proveniente de individuos sanos y
de pacientes, se diluyé en 15 mL de PBS 1% en tubo cénico de 50 mL.

La sangre diluida se colocod cuidadosamente sobre 12 mL de Histopaque 1077
(Sigma Chemical Histopaque. Co. USA) manteniendo una interfase marcada.

El gradiente discontinuo se centrifugd por 30 minutos a 1500 rpm (centrifuga de
sobremesa Heraus) a temperatura ambiente, sin aplicar freno.

Se elimind el sobrenadante del plasma y de Ficoll del tubo, de forma de no romper el
sedimento de eritrocitos rico en neutrofilos.

Se diluyo el sedimento de eritrocitos en tubo cénico de 50 mL con un volumen igual
de PBS 1%. El volumen final fue de aproximadamente 20 mL. Se agregaron 20 mL de
solucion de dextrano 3%, al sedimento resuspendido para precipitar los eritrocitos. El
dextrano se preparé en NaCl 0,9%. Los eritrocitos sedimentaron a temperatura ambiente
aproximadamente a los 20 min.

El sobrenadante, rico en neutrdfilos, se removié cuidadosamente y se centrifugd a
1200 rpm (centrifuga de sobremesa Heraus) por 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante.

Los eritrocitos contaminantes se lisaron por lisis hipotonica. Primero el sedimento se
resuspendié con 10 mL de PBS 0,2% frio de hielo y luego, rapidamente (dentro de 30 s),
se agregan 10 mL de PBS 1,6% frio de hielo para reestablecer la isotonicidad.

Para los casos en que la muestra aun contenia eritrocitos, se realizdé una nueva lisis.
Para esto 1 mL de la muestra se mezclé con 4 mL de amortiguador de lisis (155 mM
NH4CI, 10 mM NaHCO_ 0,1 mM EDTA ajustado a pH 7,4 con HCI). Se dej6é 5 minutos en
hielo con agitacién ocasional. Se centrifugd a 1100 rpm (centrifuga de sobremesa
Heraus) por 5 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron golpeando suavemente la punta del tubo. Se lavé con 10 mL de PBS 1%.
Se centrifugd a 1100 rpm (centrifuga de sobremesa Heraus) por 5 minutos a 4°C. Se lavo
3 veces mas. Los neutrdéfilos puros se diluyeron en medio RPMI-1640 6 PBS 1%.

2.5 RECUENTO DE NEUTROFILOS

Se mezclaron 10 yL de muestra de neutréfilos purificados con 10 uL de azul de Tripan.
Se colocaron 10 pL de la mezcla preparada en la cdmara para recuento y se observé en
microscopio. Se contaron las células brillantes descartando células azules, en caso que
aparecieran, ya que correspondian a células muertas. Se tomdé un promedio de 2 6 3
recuadros de la camara para recuento y se calculé el numero de células por mL
considerando el factor de dilucion utilizado.
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2.6 INCUBACION DE NEUTROFILOS PURIFICADOS

De acuerdo al recuento celular, se diluyd la muestra de neutr%filos puros con medio
RPMI-1640 6 PBS 1% obteniéndose una concentracion de 1 x 10~ de neutrdfilos por mL.
Los neutrdfilos se incubaron 1 hora con los distintos estimuladores: extractos bacterianos
(Pg y Aa), LPS y Zymosan A utilizando las mismas concentraciones que en la incubacion
de sangre completa. Los neutréfilos estimulados se centrifugaron por 10 minutos a 1200
rpm (centrifuga de sobremesa Heraus). El sobrenadante se transfiri6 a microtubos y se

congelo a -20°C para analisis posterior.

2.7 ZIMOGRAFIA

Las proteinas se identificaron utilizando gel de poliacrilamida SDS (dodecil sulfato de
sodio) al 10% que contiene gelatina (1 mg/mL) (Valenzuela y col., 1999; Pozo et al.,

2005).

Se utilizé una diluciéon de muestras de 1:20. Esta dilucidn se realizé con amortiguador
pH 6,8 sin mercaptoetanol pero con SDS (SDS al 10%, Tris HCI 0,25 M pH 6,8, azul de
bromofenol 1,44 mM). El gel se cargd con 5 pL de la muestra diluida. El gel separador y

el concentrador se preparé al 10% y al 5% en poliacrilamida respectivamente.

Luego de la electroforesis, el gel se incubd 45 minutos con Triton X-100, 2,5%. Se
mantuvo toda la noche (aproximadamente 20 h) para desarrollar la actividad enzimatica,

a 37°C, con 50 mL de una solucion que contenia Tris-HCI 0,05 M pH 8,0, con CaCI2

mM y NaN, 3,0 mM. El gel se tifid con Azul de Coomassie y se destifid con solucion de
acido aceético al 10%. La actividad proteolitica se detecté a través de las bandas no
tefiidas en un fondo azul. Para asignar los tipos de actividad gelatinasica se utilizé un
control positivo que incluia una mezcla de MMP-2 y MMP-9 en sus formas latente y

activa.

La banda proMMP-9 no esta enzimaticamente activa en la muestra, pero estos
zimogenos pueden ser detectados por zimografia en gel debido a que el procedimiento
los activa. Se encuentra presente una banda adicional a 130 kDa cuando proMMP-9 esta
presente en gran cantidad. Esta banda de 130 KDa corresponde a la proMMP-9 unida a
la lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos. Estos geles se escanearon
obteniéndose una imagen en blanco y negro. Las bandas gelatinoliticas se cuantificaron
usando el software “Uni-Scan-it Gel Automated Digitizing System” y Adobe Photoshop
(Adobe Software, Seattle, WA). Los valores de densidad se expresaron como unidades

arbitrarias de densidad.

Este analisis se realiz6 para muestras incubadas de sangre completa y neutréfilos

purificados, tanto de pacientes, como de controles.
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2.8 DETERMINACION DE NO,, 'y NO, "POR
ELECTROFORESIS CAPILA

El ()xi_do nitrico se determind indirectamente midiendo sus productos estables: NO2 Ty
NO,_, mediante electroforesis capilar (Friedberg y col., 1997). Se utiliz6 un equipo de
electroforesis capilar Modelo Quanta 4000 (Water Associates, Milford, MA, USA). Las
mediciones se efectuaron a 214 nm aplicando un voltaje de 8 kV, lo que produce una
corriente aproximada de 180 LJA. Se utilizé un capilar de 50 cm de largo efectivo y de 75
[0m de didmetro interno. Luego de cada corrida electroforética, el capilar se lavo
sucesivamente por 2 minutos con NaOH 0,2 M, agua y amortiguador (electrolito de
corrida). El electrolito de corrida de pH 7,4, esta constituido por:NaCl 0,24 M, Na,HPO
7,7 mM, NaH2PO4 4,17 mM vy de polietilenglicol 6000 0,17 mM. Las areas obtenidas se
integraron con el programa “software” Millenium (Waters). Alicuotas de 30 (L de muestra
se mezclaron con 60 [JL de acetonitrilo y se agitaron en vortex por 30 s. La mezcla se
centrifugd por 5 minutos a 13.000g y el sobrenadante se inyecté hidrodinamicamente por
50 s al capilar. Se utilizé un estandar de iones nitrato y nitrito en relacion 2:1 para la
identificacidn de sefales. Se realizaron analisis para los sobrenadantes de las muestras
de sangre completa y neutroéfilos purificados.

2.9 DETERMINACION DE IL-8 POR ELISA

Se realiz6 a través de un kit comercial de BioSource (USA), que consiste en un analisis
inmuno-enzimatico para mediciones cuantitativas de interleuquina-8 humana en suero,
plasma, cultivo celular u otros fluidos biolégicos siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se utilizaron 25 y 50 pyL de muestra.

2.10 IMMUNO DOT BLOT

Con el objetivo de cuantificar la liberacion de la enzima MMP-9, se realizé una prueba de
diluciones con distintas concentraciones de muestra y de solucion de anticuerpo
monoclonal para determinar las condiciones apropiadas de trabajo. Para esto se
colocaron las muestras en membrana de nitrocelulosa previamente remojado en solucion
de TBS-T (Tris HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM y Tween 20 al 0,1%). Estas membranas
se incubaron por 4 horas en solucion 12% de leche en polvo descremada disuelta en
TBS-T. Se utilizé posteriormente una solucién de TBS-T con leche al 6% para las
distintas soluciones de un anticuerpo monoclonal antiMMP-9 de ratén. Una de las
muestras se incubd sin el primer anticuerpo. Se incubd durante toda la noche con
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agitacion rotatoria suave en la camara fria. Las membranas con anticuerpo se lavaron
con TBS-T en un volumen minimo de 4 veces el tamafio de la membrana. El lavado se
realizd 4 veces por 15 minutos cada vez. El segundo anticuerpo se diluyé 1:10.000 en
leche 6% preparada con TBS-Tween 0,2%. Las membranas se dejaron incubar con el
segundo anticuerpo por 1 hora con agitacién. Se lavé 4 veces por 10 minutos cada vez
con TBS-Tween 0,2%. Se realizd el revelado usando quimioluminiscencia con los
sustratos para la peroxidasa, H,O, y luminol (Supersignal, West Pico Chemiluminiscent
Substrate, Pierce, USA) por 5 minutos. Luego se colocaron las membranas sobre una
hoja de pelicula Kodak (BioMax) por 1 hora y se reveld utilizando liquidos de revelado

fotografico.

2.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de pacientes y controles presentaron una distribucién relativamente normal
para metaloproteinasas. Para los analisis de IL-8 se obtuvieron datos que presentaban
una amplia dispersion, lo que requirié de la normalizacion de datos a través de la funcion
logaritmo. Se utiliz6 SPSS version 8.0 de software estadistico. Para el andlisis estadistico
entre las poblaciones de muestras controles y de muestras patoldgicas, tanto de sangre
completa como de neutréfilos purificados, se utilizé la prueba t de student de muestras

independientes. Se considerd un nivel estadisticamente significativo con p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 GRUPO DE SUJETOS SELECCIONADOS

Los analisis de sangre completa se realizaron en 13 pacientes adultos, enumerados del 1
al 13 en la Tabla 1, que habian sido diagnosticados con periodontitis crénica (PC) o
avanzada (PA). Para la preparacion de neutrofilos purificados se obtuvo sangre de 10
pacientes adultos, enumerados del 14 al 23 en la misma Tabla 1, que habian sido
diagnosticados con periodontitis crénica (PC), periodontitis agresiva generalizada (PAG) o
periodontitis agresiva localizada (PAL). Los valores de los parametros clinicos de los
pacientes son considerablemente mas altos de lo que se espera para un grupo control.
Los individuos sanos tienen indice de placa menores a 30, el sangramiento es menor de
4%, la profundidad de saco (bolsillo) es menor de 3 mm y el nivel de insercion clinico es
0.

3.2 RECUENTO DE NEUTROFILOS

En individuos sanos se obtuvo un recuento celular promedio de 1.920.000 células/mL,
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con una desviacion estandar de 0,95 millones; en pacientes con enfermedad periodontal
se obtuvo un recuento celular promedio de 2.940.000 células/mL, con una desviacion
estandar de 1,53 millones. Se espera que un individuo normal tenga aproximadamente
entre 2.500.000 y 5.000.000 de neutrofilos por mL.

Tabla 1 Datos clinicos de los pacientes

Paciente N9Diagnéstico |Edad |Sexo |IP (%) |Sangramiento PS NIC (mm)
(anos) (%) (mm)
1 PA 24 F 56,00 |34,06 2,56 2,62
2 PA 26 F 35,90 |50,60 3,11 3,19
3 PA 28 F 53,88 (33,33 2,17 1,54
4 PA 32 M 61,53 |50,64 4,05 3,80
5 PA 31 F 56,66 |35,18 3,80 3,20
6 PA 34 F 64,54 44,79 4,40 4,20
7 PC 46 F 38,60 (30,70 2,33 3,31
8 PC 51 F 32,35 22,05 2,62 4,46
9 PC 48 M 36,60 (12,60 2,78 3,30
10 PC 45 F 54,44 43,21 3,34 3,65
11 PC 44 F 76,54 |68,75 3,80 3,00
12 PC 37 F 94,04 89,28 3,40 3,00
13 PC 41 F 68,88 62,22 3,60 2,80
14 PC 40 M 66,00 |78,00 3,64 3,42
15 PC 35 F 74,00 (44,66 3,42 2,84
16 PC 44 F 64,00 (44,00 3,12 3,44
17 PC 28 F 84,25 (81,48 3,20 2,90
18 PAG 32 F 31,53 |50,64 4,05 3,80
19 PAL 24 M 100,00 |88,66 3,40 3,24
20 PAL 25 F 45,61 |35,89 3,40 3,66
21 PAL 26 M 54,24 62,44 3,44 3,24
22 PC 45 F 88,09 [75,00 3,66 3,84
23 PC 58 M 73,20 |55,00 3,23 3,46
Promedio 36,70 61,34 |51,88 3,33 3,30
D. E. 9,71 15,53 20,98 0,56 0,59

IP: indice de placa PS: Profundidad de saco NIC: Nivel de insercién clinico D. E.:
Desviacion estandar

El menor numero de neutréfilos obtenido experimentalmente se debe posiblemente a
que hay pérdida de células en los distintos pasos del procedimiento de purificacion,
especialmente en la etapa final por lisis. Es interesante notar que el promedio de recuento
celular de los casos patoldgicos es un 53% mayor que el promedio de recuento celular de
las personas sanas. Esto se debe, probablemente, a que las personas enfermas
producen y reclutan mayor cantidad de neutréfilos para defenderse de la infeccion.

32
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3.3 MEDICION DE LA ACTIVIDAD
METALOPROTEINASICA

En este trabajo se propuso estudiar el efecto estimulador de extractos bacterianos: P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans, LPS, fitohemaglutinina y Zymosan A sobre
neutréfilos de individuos controles y pacientes con periodontitis utilizando 2 tipos de
muestras: sangre completa y neutrdfilos purificados. En el primer caso, que consiste en
una poblacion heterogénea de leucocitos (neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos y
monocitos), las condiciones de incubacion y tiempo de estimulacién, permite que la
secrecion sea principalmente de los granulos de neutrdfilos.

Los sobrenadantes de las muestras incubadas se diluyeron con amortiguador nativo
utilizado segun método de zimografia (seccion 2.7). El analisis de zimografia se realizd
inicialmente cargando los geles con volumenes de muestra de entre 5y 15 L, junto con
diluciones entre 1:20 y 1:50. Se encontré que con una dilucién de 1:20 y aplicacién de 5
ML se observaba una mayor linearidad en la respuesta gelatinolitica. Todas las muestras
se realizaron por duplicado.

De acuerdo a referencias de la literatura y a trabajos previos efectuados en nuestro
Laboratorio, la concentracion utilizada de LPS fue inicialmente de 50 ng/mL. En andlisis
posteriores se aumentd esta concentracion hasta llegar a 0,8 ug/mL debido a que se
observé un mayor efecto de actividad gelatinasica sin cambios en la viabilidad celular. El
tiempo utilizado para la incubacién de muestras de sangre completa y neutrdfilos, se
establecié en una hora debido a que en la literatura, se reporta secrecién de MMP-9 a
partir de los 20 minutos. En una hora se demuestra que la actividad gelatinasica es
completa (Pugin y col., 1999). El periodo de incubacién de monocitos tratados con LPS
debe ser mayor a 7 h para que empiece la secrecion de MMP-9. La secrecién es maxima
después de 24 a 48 h, aunque con sefiales menos intensas que las de neutrdfilos (Pugin
y col., 1999). La rapida secrecion de proMMP-9 por parte de los neutrdéfilos sugiere que la
enzima esta almacenada en los granulos de neutroéfilos y no es el resultado de sintesis de
novo de proteinas.

En la Figura 4 se muestra un patron de actividad gelatinasica similar en sangre
completa y neutréfilos. En ambos casos se observan las bandas correspondientes a
proMMP-2 (72 kDa), proMMP-9 (92 kDa), complejo proMMP-9 asociado a lipocalina (130
kDa) y un dimero de proMMP-9 (sobre 200 kDa).

De estas bandas gelatinasicas se descartoé que la proMMP-2 fuera liberada desde las
muestras de sangre completa o neutréfilos purificados, porque al aplicar el medio
RPMI-1640 con suero fetal bovino se observaba una banda de similar intensidad.
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Figura 4: Actividad gelatinasica de muestras de sangre completa y neutrofilos en presencia
y ausencia de estimuladores. (A) Sangre completa, (B) Neutréfilos purificados. En el gel
A en los carriles 1y 7 se aplicé control positivo (MMP-2/MMP-9), carril 2: muestra sin
estimular, carril 3: muestra + PHA, carril 4: muestra + Pg, carril 5: muestra + Aa, carril 6:
muestra + LPS. En el gel B en el carril 1: muestra sin estimular, carril 2: muestra + LPS,
carril 3: muestra + Pg, carril 4: muestra + Aa, carril 5: muestra + (Pg+Aa), carril 6: muestra
+ Z, carril 7: control positivo (MMP-2/MMP-9), Z = Zymosan A.

Al comparar las intensidades relativas de proMMP-9, complejo proMMP-9 asociado a
lipocalina y el dimero de proMMP-9, se encontrd6 que las muestras de neutrofilos
purificados liberaban una mayor proporcién de estas dos ultimas.

3.3.1 Analisis de la secreciéon de metaloproteinasas en sangre
completa
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A través de densitometria de la banda proMMP-9, se establecié la relacion entre la
condicion estimulada y la condicion basal (sin estimular) [MMPasa(e)/MMPasa(b)]. En la
Figura 5A se muestra el efecto de los estimuladores para actividad gelatinasica. Los
rangos observados en todos los casos son similares, siendo el estimulador LPS el que
presenta una mayor variacion en el grupo de pacientes.

Para establecer si hay diferencias en la respuesta de las muestras de controles o de
pacientes, frente a la estimulacion, se hizo un analisis estadistico de valores de
MMPasa(e)/MMPasa(b) (test t de Student pareado, considerando 2 colas usando el
software SPSS 8,0). Realizando un analisis estadistico dentro de un mismo grupo, se
encontré que sélo PHA producia un efecto estimulador significativo (P < 0,05) respecto a
los correspondientes valores basales, tanto en el grupo control, como en el patoldgico.

En la Figura 5B se representan los valores promedio de la relacién de estimulacién
con el error estandar medio de ambos grupos, con los estimuladores estudiados. Al
comparar las poblaciones entre pacientes y controles, no se encontré diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las condiciones utilizando el test t de
Student para muestras independientes considerando distribucién normal.
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Figura 5: Efecto de diversos estimuladores sobre la secrecion de MMPasa en sangre
completa de controles y pacientes.

Los resultados se expresan como la relacion: secrecion de MMPasa
estimulada/secrecion MMPasa basal: [IMMPasa(e)/MMPasa(b)(]. LPS = 0,8 ug/mL, PHA
= 2 yg/mL, Pg = 0,359 ug/mL, Aa = 0,070 uyg/mL. A) Datos obtenidos con las distintas
muestras expresados como la relacion MMPasa(e)MMPasa(b). LPSc = LPS de
controles, LPSp = LPS de pacientes, PHAc = PHA de controles, PHAp = PHA de
pacientes, Pgc = Pg de controles, Pgp = Pg de pacientes, Aac = Aa de controles, Aap =
Aa de pacientes. B) Comparacion de la relacion MMPasa(e)/ MMPasa(b) entre los dos

grupos. Los datos corresponden a los promedios + error estandar.

3.3.2 Analisis de la secrecién de metaloproteinasas en neutréfilos
purificados
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En las muestras de neutrdéfilos purificados no se utilizé PHA, y en cambio, se incluyo
Zymosan A que es un estimulador mas clasico que el PHA (Hayashi y col. 2003). En la
Figura 6A se muestra el efecto de estimuladores considerando la condicion estimulada
con respecto a la condicion sin estimular, en cuanto a la liberacion de la metaloproteinasa
proMMP-9. En esta Figura 6A se aprecia que, en todos los casos existe una distribucion
de datos mas amplia en los pacientes que en los controles. El hecho de que se aprecie
una diferencia notoria en el rango de actividad gelatinasica de pacientes con respecto a
controles, establece una diferencia con este mismo analisis en sangre completa (Figura
5A). Al comparar dentro de un mismo grupo la liberacién de proMMP-9 en la condicion
estimulada respecto a la sin estimular, sélo en la poblacion de neutréfilos de pacientes se
encontraron diferencias significativas con LPS y Pg. Esto también constituye una
diferencia con sangre completa.

La Figura 6B muestra los valores promedio con el error estandar medio de controles
y de pacientes de las relaciones de la condicion estimulada, con respecto a la condicion
sin estimular de la proMMP-9. En este caso se observd un aumento notorio del promedio
del efecto estimulador de los pacientes en todas las condiciones, con respecto a
controles, con excepcion de Aa. La adicion de una concentracion 10 veces mayor de
extracto de Aa no vario los resultados.
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Figura 6: Efecto de diversos estimuladores sobre la secrecion de MMPasa en neutrofilos
purificados de controles y pacientes.

Los resultados se expresan como la relacion: secrecion de MMPasa
estimulada/secreciéon MMPasa basal: [IMMPasa(e)/MMPasa(b)(l. LPS = 0,8 ug/mL, Pg =
0,359 pg/mL, Aa = 0,070 pg/mL, Z = 100 ug/mL. A) Datos obtenidos con las distintas
muestras expresados como la relacion MMPasa(e)MMPasa(b). LPSc = LPS de
controles, LPSp = LPS de pacientes, PHAc = PHA de controles, PHAp = PHA de
pacientes, Pgc = Pg de controles, Pgp = Pg de pacientes, Aac = Aa de controles, Aap =
Aa de pacientes. B) Comparacion de la relacion MMPasa(e)/ MMPasa(b) entre los dos
grupos. Los datos corresponden a los promedios + error estandar.

De acuerdo al test t de Student, al comparar las poblaciones de pacientes y controles
entre si, se encontraron diferencias estadisticamente significativas por efecto de
incubacion con LPS y Pg. El promedio de estimulacién por Zymosan A, no obstante se ve
elevado, no alcanzd una significancia estadistica (P = 0,074). En este mismo estudio en
sangre completa, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
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ningun estimulador. Otra diferencia es que el error estandar observado con neutrofilos es
considerablemente menor en controles que en pacientes.

Al analizar en conjunto la banda proMMP-9 con el complejo proMMP-9 asociado a
lipocalina, el analisis estadistico dentro de un mismo grupo, mostré diferencias
estadisticamente significativas respecto de la condicion basal sélo para las muestras de
pacientes estimuladas con LPS. Igualmente, sdlo con LPS se encontré diferencia
significativa entre grupos de controles y pacientes. La integracion del area de esta banda
complejada de proMMP-9 mostrd ser muy irregular, lo que probablemente explica porqué
se encuentran menores diferencias significativas debido al mayor error observado. En
consecuencia es mas adecuado medir solamente la secrecion de la banda
correspondiente a la proMMP-9 de 92 kDa.

3.3.3 Comparacién de actividad metaloproteinasica basal (sin
estimular) de pacientes y controles

El analisis zimografico depende de varios factores, por lo que solo tiene efecto
comparativo para las muestras dentro de un mismogel. Por esto se realizé un analisis de
todas las muestras en las condiciones basales en un mismo gel (muestras basales de
controles y pacientes). En la mayoria de los casos se obtuvieron valores similares al
cuantificar la banda correspondiente a proMMP-9. El promedio de todos los casos
analizados de pacientes fue de 24392 + 8494 expresado en unidades arbitrarias (pixeles)
con un rango de: 13767-41404.

Para el caso de controles el promedio fue de 34962 + 23921 con un rango de
9484-78380. No se encontraron diferencias significativas entre muestras basales de
paciente y controles.

3.4 DETERMINACION DE IL-8

Otro de los mediadores de activacion de los neutrdfilos es la IL-8, que se espera podria
aumentar su secrecion por efecto de los estimuladores. En este caso también se
utilizaron los sobrenadantes de las muestras incubadas de sangre completa y neutrdfilos,
cuantificando IL-8 por ELISA.

3.4.1 Analisis de secrecion de IL-8 en sangre completa

Se presentan los valores de IL-8 de cada una de las muestras de 7 pacientes y de 5
controles, expresados en pg/mL en la Tabla 2. Se observa un gran intervalo de liberacion
de IL-8, debido a las considerables variaciones individuales en la liberaciéon basal de
citoquinas.

Tabla 2 Niveles de IL-8 secretados en ausencia y presencia de distintos estimuladores en las muestras de
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sangre completa de controles y pacientes.

Controles |01 02 03 04 05

basal 84,2 236,4 3,9 350,3 236,1

LPS 248,1 289,7 131,7 3194 416,9

Pg 198,3 227,5 50,6 4581 332,2

Aa 183,6 262,5 78,3 447.8 302,5

4 176,4 242.,5 161,7 380 270,3

Pacientes |1 2 3 4 5 6 7
basal 1,7 3,4 15 45,6 1 91,9 1
PHA 11 138,1 212,2 100,8 3,4 363,9 9,9
LPS - 68,6 140,8 - 13 209,7 -

Pg 4.4 53,6 134,7 110,6 54 300,3 150,3
Aa 53,1 66,1 141,4 141,4 12,2 254.,4 158,9

PHA = 2 pg/mL, LPS = 0,8 yg/mL, Pg = 0,359 pg/mL, Aa = 0,070 pg/mL, Z = 100
pg/mL. Los resultados se expresan en pg/mL. (-): condicion de estimulacion no ensayada
Por disponibilidad de muestra solamente se compararon las condiciones con LPS, Pg
y Aa. En la Tabla 3 se puede apreciar que el promedio de las muestras estimuladas de

pacientes con respecto al valor basal, es mayor que el promedio de las muestras
estimuladas de controles con respecto al basal.

Tabla 3 Efecto de estimuladores sobre la secrecion IL-8 de controles y pacientes en sangre completa.

Estimulador Numero de Promedio IL8(e)RE+&{b) Desviacién
muestras IL8(e)/IL-8(b) |estandar

LPS controles |5 8,14 0,9-33,8 14,4

LPS pacientes |4 11,23 2,3-20,2 7,5

Pg controles 5 3,82 1,0-13,0 5,2

Pg pacientes 7 26,98 2,4-150,3 54,6

Aa controles 5 52 1,1-20,1 8,3

Aa pacientes 7 33,86 2,8-158,9 56,0

Se considera la relacion del valor estimulado con respecto al valor basal:
[IL-8(e)/IL-8(b)].

Los analisis de IL-8 de sangre completa entregaron rangos muy amplios y una
desviacion estandar también muy grande (Tabla 3). Se establecié una comparacion
estadistica tomando en cuenta la poblacion de pacientes y de controles por separado,
considerando el valor estimulado con respecto al valor basal. Para esto se requirié la
normalizacion de datos a través de la funcion logaritmo. Se encontré diferencias
estadisticamente significativas para LPS y Pgsolo en el grupo de pacientes.
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Al comparar ambas poblaciones entre si (controles y pacientes), no se encontré
diferencia significativa con ninguno de los estimuladores utilizados.

3.4.2 Analisis de la secrecion de IL-8 en neutréfilos purificados

Se presentan los valores de IL-8 en cada una de las muestras de 10 pacientes y 8
controles, expresados en pg/mL en la Tabla 4. Se observa que existe un rango mucho
mayor de liberacion de IL-8 en controles con respecto a pacientes.

Tabla 4 Niveles de IL-8 secretados en ausencia y presencia de distintos estimuladores en las muestras de

neutréfilos purificados de controles y pacientes

Controles |01 02 03 04 05 06 07 08

Basal 155,4 79,8 |956 |2020,4 4626 3754 |1652 |1603,3

LPS 264,9 (52,8 |202,4 |1979,6 692,9 479 1705,9 | 1594,1
Pg 144,9 |59,7 115,3 |2045,4 |460,6 [349,2 |1475,7 |1308,6
Aa 1426 (17,5 174,2 |2080,3 560 279,8 |1640,8 |1491,4
Z 335,7 |- - 1902 |974,8 |462,9 |1480,9 |1669,7
Pacientes| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Basal 19,2 246 |191 8,5 453,2 |7,1 11,5 |45 332,3 |118,8

LPS 236,8 1226 (2258 |77,4 6609 (1039 |846 |154 710,5 |267,2
Pg 221,9 |100,6 |89,1 11,3 |636,3 |3,4 13,2 |10,8 |264,9 150,1
Aa 264,5 23,7 |117,3 |12,3 15984 |54 12,8 |11 413,7 |195,4
Z 129 20,8 [126,2 60,1 594 14,5 |157,4 |13,9 639,5 |186,1

. LPS = 0,8 pg/mL, Pg = 0,359 pg/mL, Aa = 0,070 pg/mL, Z = 100 pyg/mL. Los
resultados se expresan en pg/mL. (-): condicién de estimulacion no ensayada

El analisis estadistico requirié la normalizacién de los datos a través de la funcién
logaritmo. Al comparar la respuesta dentro de un mismo grupo frente a los estimuladores
usados, se encontraron sélo diferencias significativas en la concentracién de IL-8 liberada
en el grupo de pacientes al ser estimulados con LPS y Zymosan A.

En la Figura 7 se muestran los valores promedio de las concentraciones de IL-8
(pg/mL) con el error estandar medio de controles y pacientes en las condiciones sin
estimular y con los distintos compuestos en estudio. Al efectuar una comparacién de la
concentracién de IL-8 liberada entre las dos poblaciones (controles y pacientes), se
encontré diferencias significativas con todos los estimuladores, con excepcion de LPS
(Figura 7) (p = 0,054).

Con el objeto de apreciar el efecto estimulador, los datos se expresaron también
como la relacion de la muestra estimulada con respecto al valor basal (IL-8(e)/IL-8(b))
(Figura 8A). En la Figura 8B se demuestra que se puede obtener una distribuciéon normal
al aplicar la funcion logaritmo a los valores obtenidos de IL-8(e)/IL-8(b) y, con esto, se
puede utilizar el test t de Student para la determinacion de diferencias estadisticamente
significativas. En la Figura 9 se establece una comparacion del efecto estimulador de
controles y pacientes, considerando el promedio de cada estimulador con respecto a su
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valor basal y el error estandar medio.
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1200 B pacientes T

E 1000
2 800
% 600
400
200

0

basal LPS Pg Aa [

Condicién
Figura 7: Valores promedio de los niveles de IL-8 en ausencia y presencia de distintos
estimuladores de controles y pacientes en neutrofilos purificados.

Los valores corresponden a los promedios en pg/mL + error estandar. *: P < 0,05
entre grupos de pacientes y controles
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Figura 8: Efecto de diversos estimuladores sobre la secrecion de IL-8 en controles y
pacientes de neutrofilos purificados.

Se considera la relacion del valor estimulado con respecto al valor basal
(IL-8(e)/IL-8(b)) LPSc = LPS de controles, LPSp = LPS de pacientes, Pgc = Pg de
controles, Pgp = Pg de pacientes, Aac = Aa de controles, Aap = Aa de pacientes, Zc = Z
de controles, Zp = Z de pacientes. A) Datos obtenidos con las distintas muestras
expresados como la relacion IL-8(e)/IL-8(b). B) Datos obtenidos con las distintas
muestras expresados como la relacion log IL-8(e)/IL-8(b)

Considerando el efecto estimulador de estos compuestos dentro de un mismo grupo
se encontré diferencias estadisticamente significativas en las muestras de la poblacion de
pacientes estimulados con LPS y Zymosan, al igual que en el caso del analisis de los
datos expresados en concentracion.

Al efectuar una comparacion entre las poblaciones de controles y pacientes, se
encontrd diferencias significativas con todos los estimuladores.
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Figura 9: Efecto de diversos estimuladores sobre la secrecién de IL-8 en neutrdfilos
purificados, de controles y pacientes.

Los valores corresponden a la relacion IL-8(e)/IL-8(b) en promedio  error estandar.
*: P < 0,05 entre grupos de pacientes y controles

3.5 DETERMINACION DE OXIDO NITRICO

Los sobrenadantes de las muestras incubadas de sangre completa y neutrdfilos
purificados con RPMI se utilizaron en la determinacién de los metabolitos estables del NO
utilizando electroforesis capilar. Se esperaba observar las sefales de nitrito y nitrato, que
corresponden a los productos estables del NO. Al trabajar con los cultivos en medio RPMI
so6lo apareci6 la sefal correspondiente a idn nitrato en cantidad apreciable. Al efectuar la
electroforesis del medio solo, se encontré una gran interferencia por la presencia de
nitrato en dicho medio (Figura 10), por lo que con estas muestras no pudo determinarse
estos metabolitos del NO. Por esto se intenté realizar cultivos utilizando sélo PBS al 1% el
cual no presentaba bandas de estos metabolitos del NO. Sin embargo, la serie de
muestras analizadas mostré la presencia de cantidades de nitrato casi dentro del limite de
sensibilidad del método (0,1 nmol/mL), lo que dificultdé seriamente la determinacion de
cambios de NO.
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3.6 COMPARACION DE SECRECION DE MMPs EN
MEDIO RPMI Y PBS

Con el propdsito de determinar si habia diferencia en la potencialidad de secrecién de los
neutréfilos en los medios RPMI y PBS, se estudié la liberacion de proMMP-9 en un
control (C) y cuatro pacientes (P) (Tabla 5). Se observa en la Tabla 5 que, en general,
hay un mayor grado de estimulacién utilizando medio RPMI para incubacién de muestras
comparado con PBS al 1%.
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Figura 10: Senales de nitrito y nitrato por electroforesis capilar.

A) Estandares, nitrito: 2 nmol/mL, nitrato: 6 nmol/mL. B) Medio de incubacion
RPMI-1640, valor calculado 20 nmol/mL. ElI numero senalizado en cada banda
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corresponde al tiempo de elucion.

Tabla 5 Comparacion de la relacion MMPasa(e)/MMPasa(b) de muestras de neutréfilos purificados, diluidas
ya sea en PBS 1% 6 en RPMI para distintos estimuladores

LPS (C) LPS(P1) [LPS(P2) [LPS(P3) |LPS (P 4)
PBS 1% | 1,38 0,82 1,22 1,22 0.68
RPMI  |0,98 2,97 1,29 1,5 1.23
Pg (C) Pg(P1) |Pg(P2) Pg(P3) |Pg(P4)
PBS 1% | 0,86 1,17 0,86 0,5 0.77
RPMI | 1,34 2,07 1,79 1,48 1.00
Z(P1) Z(P2) Z (P 4)
PBS 1% | 1,96 1,19 0.92
RPMI  |2,57 1,08 0.95

C: Control P: Pacientes

3.7 CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE MMP-9
POR IMMUNO DOT BLOT

Al observar un aumento de liberacion de MMP-9 por zimografia parecié importante
determinar si se debe a un aumento de la cantidad de enzima, por lo que se intent
cuantificar por inmunoanalisis. Lamentablemente no se observaron sefiales para ninguna
de las diluciones de muestra utilizadas (2-10 yL) a las distintas concentraciones de
anticuerpo monoclonal antiMMP-9 (dil. 1:50-1:3000) que reconoce a las formas activas y
latentes de MMP-9. Se intenté ademas, realizar una amplificaciéon de senal con un tercer
anticuerpo antilgG (anticuerpo contra el primer anticuerpo que es monoclonal sin estar
conjugado), pero tampoco se obtuvo un buen resultado.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo se propuso demostrar si los neutréfilos sanguineos periféricos en
presencia de: patégenos periodontales, Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus
actinomycetemcomitans, de los agonistas de TLR, Zymosan A y LPS y de la lectina
fitohemaglutinina, eran estimulados a liberar metaloproteinasas, 6xido nitrico e IL-8. Para
esto se realiz6 una comparacion en sangre completa y neutrofilos purificados de
pacientes con enfermedad periodontal y controles normales. Como resultado del trabajo,
se obtuvo que los neutréfilos de pacientes tienen una mayor respuesta que los neutroéfilos
de individuos normales en cuanto a la liberacion de proMMP-9 e IL-8. Si bien este punto
es claro con respecto a la secrecién de la MMP-9, en el caso de la IL-8, el proceso
inflamatorio desarrollado en la periodontitis atenta parcialmente la produccién de IL-8 de
los neutrdfilos de los pacientes en relacién a los controles. Sin embargo, los neutréfilos de
pacientes mantienen una mayor capacidad de respuesta, entre 3 a 7 veces mayor que los
controles normales, frente a los estimuladores utilizados, incluyendo a los patdégenos
periodontontales. Con esto se confirma la hipdtesis con respecto a la hiper-reactividad de
los neutréfilos, puesto que la respuesta aumenta en pacientes con enfermedad
periodontal.

Los trabajos sobre la accion de patdégenos periodontales en neutrofilos sanguineos
periféricos normales y de pacientes con enfermedad periodontal son muy escasos.
Nuestra hipdtesis sobre la hiper-reactividad de los neutréfilos de sujetos con periodontitis
se sustentaba en resultados previos de nuestro Laboratorio de secrecion de MMP-9
(Valenzuela y col., 2003) y en lo descrito en la literatura donde se ha descrito aumento de
generacién de radicales libres (Fredriksson y col., 2003; Zekonis & Zekonis, 2004).
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La respuesta de los neutrodfilos es muy importante en la inflamacioén y forma parte de
la capacidad de reconocimiento por el sistema inmune innato de los patégenos
bacterianos, proceso que recae especialmente en la familia de receptores TLR (Hayashi y
col., 2003; Kopp & Medzhitov, 2003; Netea y col., 2004). La respuesta esta influenciada
por: el estimulo que inicia la cascada inflamatoria, el tipo de patégeno implicado y el tipo
de receptor celular activado.

Mientras el sistema inmune innato es activado dentro de minutos luego de la invasién
del agente infeccioso bacteriano, su accion sera responsable durante las primeras horas
y dias iniciales de la infeccion; la respuesta inmune especifica o adquirida requerira de, al
menos, varios dias para empezar a actuar (Netea y cols. 2004). Una vez en el sitio de la
infeccion, esto es en el espacio sub-endotelial, los neutréfilos se encuentran con la matriz
extracelular, estructura que actia como andamio para la adhesion celular (Figura 11). En
este espacio secretan sus componentes, citoquinas, quimioquinas y enzimas
degradativas (Vaday & Lider, 2000). La participacién de estas células en el complejo
proceso inflamatorio, termina con la muerte celular por apoptosis que representa un paso
crucial en el mecanismo de resolucion (término) de la inflamacion. La funcién de los
neutrofilos puede ser modulada aun en esta etapa, pues se ha descrito que la vida media
de éstas células aumenta en el sitio de la infeccion, efecto mediado por citoquinas como
GM-CSF (factor estimulador de colonias granulocito-macrofago)(Yasui y col., 2002).
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Figura 11: Representacion esquematica de la transmigracion celular de los neutrofilos
desde la circulacion a los tejidos.

4.1 NEUTROFILOS Y METALOPROTEINASAS.

48 ‘ Restaino Bianchi, Carmen Gloria



4. DISCUSION

4.1.1 Neutréfilos infiltrantes del tejido.

Como se menciond en la introduccién, un desbalance entre las MMPs y sus inhibidores
titulares seria responsable de la destruccién de la matriz extracelular observada en los
pacientes con periodontitis (Teng y col., 1992; Ingman y col., 1996; Romanelli y col.,
1999; Atilla y col., 2001; Soell y col., 2002).

Al parecer, las metaloproteinasas derivan principalmente de leucocitos
polimorfonucleares provenientes de los infiltrados inflamatorios. Por ejemplo, MMP-9
(gelatinasa B) y MMP-8 derivada de los neutréfilos, estan presentes en el fluido gingival
crevicular y en el tejido gingival en pacientes con periodontitis (Chen y col., 2000, Atilla,
2001, Pozo y col.,, 2005). Adicionalmente, como parte de la respuesta inmune, los
leucocitos son atraidos y activados en la zona de infeccion como una manera de
contrarrestarla. Estas células sanguineas migran desde la circulacién, debido a un
aumento de la permeabilidad de las células hacia el liquido gingival crevicular (Korman y
col., 1997).

El proceso destructivo se desarrolla mediante la degradacion de la matriz extracelular
y de la membrana basal en el tejido gingival asociado al diente. Esta destruccién del
tejido ocurre debido a la activacién de enzimas proteoliticas presentes, tanto en las
células gingivales, como en las células reclutadas hacia la zona de inflamacion. Estas
proteinas, sintetizadas como zimégenos, son activadas mediante un procesamiento
proteolitico en la encia, en el fluido gingival crevicular y en saliva completa. Su activacion
también puede ocurrir mediante la accién de otras enzimas proteoliticas, como son las
proteasas secretadas por los patégenos dentales, favoreciendo la expansion de la placa
hacia la zona apical (Okamoto y col., 1997, De Carlo y col., 1997). Hay estudios in vitro
de activacion de las formas de zimégeno de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 al incubarlos con
P. gingivalis (De Carlo y col., 1997).

Los antecedentes de nuestro grupo indican que los pacientes con periodontitis
presentan altos niveles de metaloproteinasas junto con bajos niveles de TIMPs
comparado con los controles normales, lo que reafirma la sospecha de un desequilibrio
entre estas dos macromoléculas (Pozo y col., 2005). Por lo tanto, este desbalance jugaria
un papel importante, tanto en la actividad de la enfermedad, como en la progresion de la
misma (Knight y col., 1992).

En modelos animales se ha encontrado que MMPs y TIMPs participan en el proceso
de reabsorcion de hueso en tejido periodontal. Ademas del aumento de Etividad de
MMP-1, MMP-2 y TIMP-1, se ha encontrado aumento de la liberacién de Ca™ , procesos
que serian modulados por la citoquina IL-1 y el factor de crecimiento epidermal. Esto
también se ha observado en el remodelamiento de la encia después de la cirugia de
implantes (Van der Zee y col., 1998).

En pacientes con periodontitis se investigd la presencia de MMP-9 en fluido gingival
crevicular, mediante el uso de zimografia obteniéndose como resultado una elevada
actividad tanto de la forma activa como la latente de la MMP-9 comparada con muestras
tomadas de personas clinicamente sanas (Teng y col., 1992, Pozo y col., 2005).
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En estudios realizados en los ultimos afos, se ha podido determinar que MMP-8
proviene principalmente de neutrofilos. Esta enzima es liberada desde los granulos de
secrecion de los neutréfilos que llegan a la zona de inflamacion y se encuentra presente
como enzima activa (69 y 56 kDa) en el fluido gingival crevicular de los pacientes con
periodontitis (Romanelli y col., 1999, Pozo y col., 2005). La enzima MMP-8 se secreta en
el estado latente y se la describe generalmente, como una enzima de 85 kDa
aproximadamente. Una vez que las células han infiltrado el tejido gingival, estas
experimentan un proceso de activacion proteolitica que disminuye su tamafo,
encontrandose en, al menos, dos formas: aproximadamente de 69 y 56 kDa. A su vez, las
proteasas bacterianas del saco periodontal disminuyen aun mas la masa molecular hasta
cerca de 56 kDa. El aumento en los niveles de esta enzima se debe al mayor nimero de
neutréfilos presentes en la zona inflamada, mas que a la sintesis in situ de esta proteina.
En pacientes con gingivitis, esta enzima se encuentra como proenzima (estado latente de

actividad, 85 kDa).

Otra MMP que también parece tener gran importancia dentro de la enfermedad
periodontal es la colagenasa 13 (MMP-13) (Knauper y col., 1996; Uitto y col., 1998;
Tervahartiala y col., 2000; Kiili y col., 2002). Esta enzima descrita ultimamente, posee alta
afinidad por fibras de colageno asi como por gelatina, por lo que se la ha asociado a
tejidos como el cartilago en enfermedades de las articulaciones, donde el colageno es
uno de los principales constituyentes. En consecuencia, esta MMP también podria ser de

gran interés en los procesos degradativos del tejido periodontal.

Neutréfilos sanguineos periféricos:

La relacién entre neutréfilos sanguineos periféricos, metaloproteasas y enfermedad
periodontal, tambien ha sido abordada, aun cuando el niumero de trabajos es menor (Ding
y col., 1997, Mancini y col., 1999, Claesson y col., 2002). En el presente trabajo, las
zimografias obtenidas de los analisis de sangre completa y de neutréfilos purificados
muestran solo la banda correspondiente a la forma latente de MMP-9 (proMMP-9,
pro-MMP-9-lipocalina y dimero de proMMP-9), que fue determinada con el estandar para
MMP-9/2, puesto que la forma activa no se visualizé en ninguno de los casos estudiados.
Esto concuerda con el hecho de que dentro de los neutroéfilos, sélo se encuentra la forma
latente de la enzima, la que esta almacenada en los granulos de gelatinasa. Una vez que
se produce el proceso de desgranulacion hacia el exterior de la célula, la forma latente de
la MMP-9 es susceptible de ser atacada por la enzima MMP-3 que se encuentra en la
matriz extracelular, transformandola en su forma activa. La enzima MMP-3 inicialmente
rompe la proMMP-9 para generar un intermediario de 86 kDa (Ogata y col., 1992). Esto
genera un cambio conformacional en la proMMP-9 que hace que la enzima sea
susceptible a una segunda ruptura por MMP-3, resultando en la conversién de una forma

de 82 kDa proteoliticamente activa, a diferencia del intermediario inicial de 86 kDa.

Nuestros resultados de las zimografias muestran también una banda que
corresponde a un dimero de MMP-9 mayor de 200 kDa y una banda que corresponde a
proMMP-9 asociado a lipocalina, a 130 kDa, denominada NGAL (“neutrophil
gelatinase-associated lipocalin”) (Olson y col., 2000). Esta ultima banda es caracteristica
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de neutrdfilos, ya que este componente se encuentra en la matriz de los granulos
especificos (Ford, 1999).

El analisis zimografico permite efectuar una relaciéon entre la muestra estimulada con
respecto a la muestra sin estimular dentro del mismo zimograma. Por las condiciones del
analisis, no es posible hacer comparaciones entre distintos zimogramas. Existe gran
variabilidad en cuanto a las areas correspondientes a la banda proMMP-9, dentro del
grupo de pacientes y del grupo de controles. Por esto se realizé un analisis comparativo
de todas las muestras basales de pacientes y controles. Aqui se encontré que el
promedio de la secrecion de proMMP-9 de todos los pacientes estudiados, era menor que
el promedio de todos los controles, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa.

Se intentd ademas, en este trabajo, realizar un “dot blot” utilizando un anticuerpo
monoclonal especifico para MMP-9 que reconoce las distintas formas de MMP-9. Para
ello se probaron distintas condiciones experimentales. Como resultado del analisis, sélo
se observaron unas sefales muy débiles en las condiciones mas concentradas, lo que
hizo imposible su cuantificaciéon. Sin embargo, en la literatura hay algunos resultados
descritos utilizando otro panel de anticuerpos policlonales lo que sugiere que los
anticuerpos monoclonales ensayados no tuvieron un titulo adecuado para los niveles de
MMP-9 presentes (Pugin y col., 1999).

De los resultados obtenidos de actividad metaloproteinasica, podemos concluir que
en sangre completa no hubo cambios significativos en la secrecion de MMP-9 frente a los
estimuladores comparando controles con pacientes; en cambio en neutroéfilos purificados
hubo una significativa estimulacion de la secrecién por LPS y Pg. Dado que en los
neutréfilos se han descrito la mayoria de los receptores TLR, es muy posible que el efecto
de LPS y de Pg sea mediado a través de este tipo de receptores, efecto que se intentara
resolver en el futuro. No resultaron muy eficientes como estimuladores en neutrofilos A.
actinomycetemcomitans 'y Zymosan A, no descartandose el requerimiento de
concentraciones mayores para ver algun efecto.

Los granulos de gelatinasa son estimulados a secretar por el estimulo de mediadores
inflamatorios microbianos como fMLP, LPS y Zymosan A que se unen a receptores Toll
(TLR-2 y TLR-4) (Akira y col., 2001; Armant & Fenton, 2002; Akira, 2003). Los granulos
son mobilizados 2_Qacia la membrana plasmatica por elevaciéon gradual del nivel
intracelular de Ca™~ (Berton, 1999; Almkvist y col., 2001; Faurschou & Borregaard, 2003).
Esto estaria mediado por activacion de fosfolipasas que cgializan la formacién de
inositol-tris-fosfato (IP3) que a su vez gatilla la liberacion de Ca™ desde almacenamiento
intracelulares hacia el citosol (Berton, 1999; Moraes & Downey, 2003; Kobayashi y col.,
2003). En neutrdfilos varias quinasas, incluyendo tirosina quinasas, estarian involucradas
en la senal de desgranulaciéon que ocurre coincidente con la etapa de fagocitosis en los
neutrofilos activados por estimuladores. Este proceso requiere reordenamiento del
citoesqueleto a fin de lograr la fusidon de las membranas de los granulos y plasmatica
(Berton, 1999).
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4.2 SECRECION DE IL-8

Realizando una comparaciéon de la liberaciéon de IL-8 en concentracién (pg/mL), entre
pacientes y controles, se puede observar que los pacientes tienen un valor basal mucho
menor que los controles (Figura 7) y, si bien presentan una mayor respuesta frente al
estimulo que los controles, no alcanzan a llegar a los mismos valores. La situacién de que
el valor basal es menor en pacientes que en controles, es también comparable a lo que
ocurre con las metaloproteinasas; sin embargo, en este caso, el aumento de la secrecion
de IL-8 (entre 3 a 7 veces) por los estimuladores utilizados fue significativamente mayor
que en los controles. La menor respuesta puede deberse a que los neutréfilos de los
pacientes presenten un fendmeno similar a la tolerancia descrita recientemente en
monocitos (West & Heagy, 2002, Muthukuru y col., 2005), es decir, la manifestacion de un
cierto grado de agotamiento en este tipo de células. Este efecto se ha observado en otros
procesos infecciosos como sepsis y shock séptico en cuanto a la liberacién de citoquinas
por parte de los monocitos (Ertel y col., 1995; Kawasaki y col. 2001). Se ha descrito que
la incubacién de células sanguineas mononucleares con LPS en periodos definidos de
tiempo, produce una considerable disminucién de las citoquinas estudiadas, TNF-a e
IL-18, en pacientes con respecto a controles,para un tiempo de incubacién de una hora
(Ertel y col., 1995). Esto representa una situacién comparable al trabajo que se realiz6 en
este estudio. En pacientes con sepsis o luego de una cirugia mayor, la capacidad de la
sangre completa para producir citoquinas proinflamatorias en respuesta a LPS se reduce.
Esta hiporespuesta a endotoxina se correlaciona con la severidad de la sepsis y la
magnitud de la cirugia (Kawasaki y col., 2001) y se ha denominado tolerancia al LPS,

fendmeno que ha sido ampliamente descrito (West & Heagy, 2002).

Sin embargo, se ha demostrado en estudios también en muestras de pacientes con
sepsis, que los neutrofilos no experimentan tolerancia al LPS antes descrito, en un
sentido estricto debido a que el LPS es incapaz de desensibilizar estas células a un
segundo desafio por LPS como esta reportado para monocitos (Marie y col., 1998). Por lo
tanto, es aun desconocido el mecanismo por el cual ocurre esta disminucion de la
respuesta. Similar a los resultados con MMPs las muestras de sangre completa no
presentaron mayores cambios en la secrecién de IL-8 al comparar las poblaciones de
pacientes y controles. En cambio los neutréfilos purificados, respondieron practicamente
frente a todos los estimuladores utilizados, enfatizando nuevamente el posible papel de
los receptores TLR. Las muestras correspondientes a controles de neutréfilos purificados,
no presentan mayores variaciones entre el valor basal y los valores estimulados de IL-8
(Figura 9), la relacion de estimulacion con respecto al valor basal es cercana a 1 con
todos los estimuladores utilizados. En cambio, las muestran correspondientes a
pacientes, presentan una notoria hiper-reactidad, que se manifiesta en un aumento en la
relacion de estimulacion con respecto al valor basal, entre 3 y 7 veces para los distintos

agentes estudiados (Figura 9).

La liberacion de IL-8 desde los neutrdfilos se produce al unirse Zymosan A 'y LPS con
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los receptores TLR-2 y TLR-4, respectivamente (Akira y col., 2001; Armant & Fenton,
2002; Akira, 2003; Kopp & Medzhitov, 2003). Hay diferencias en la respuesta de un
determinado patégeno que puede interactuar con distintos TLRs (Pulendran y col., 2001).
En la Figura 12 se esquematizan las vias de transduccién de sefales mostrando las
similitudes y diferencias de los TLR-2 y TLR-4. En ambos casos se puede decir que
incluye la interaccion con una molécula adaptadora (MyD88) y a continuacion viene una
cascada de reacciones donde participan varias quinasas (IRAK, quinasa asociada al
receptor de IL-1), un factor asociado al receptor de TNF-a (TRAF-6), la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAP quinasa), activacién del factor nuclear (NF)-(1B y AP-1,
junto con un aumento de la actividad de la proteina p38 (Cushieri y col., 2003).

Una diferencia entre estos dos receptores seria que TLR-4 induce la produccion de
IFN-CJ y una mayor expresion de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Akira, 2003,
Armand & Fenton, 2002). Por otra parte TLR-2 induce la sintesis de una menor cantidad
de TNF-. Estos receptores reconocen componentes estructuralmente distintos en los
patégenos, en el caso de Pg habria la participacion de ambos receptores dependiendo de
que componente del LPS correspondiente se trate, por ejemplo el lipido A, principal
componente inmunomodulador que activaria a través de TLR-4, en cambio una
lipoproteina lo hace via TLR-2 (Akira y col., 2001; Kido y col., 2003; Hashimoto y col.,
2004). No hay antecedentes de literatura en el caso de Aa.
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Figura 12: Representacion esquemaética de las vias de transduccion de sefiales de los
receptores TLR-2 y TLR-4.

Un aumento sostenido de Ca2+ intracelular también parece ser una sefial fisioldgica
que regula la produccién de IL-8 en neutrdéfilos periféricos, deducido de estudios in vitro
de estimulacion de la transcripcion y sintesis de IL-8. Esto ocurre posiblemente a través
de una via dependiente de calcineurina que es una serina/treonina fosfatasa dependiente
de calmodulina, que defosforila la forma citosdlica del factor nuclear NF-AT y permite el
transporte de dicho factor hacia el nucleo lo que ocurre en minutos aumentando la
expresion génica (Kuhns y col., 1998).

Los neutréfilos no sélo producen vy liberan IL-8, sino que también son los blancos
principales de su accion, respondiendo a este mediador por quimiotaxis, liberaciéon de
enzimas desde los granulos, aumento de la actividad respiratoria que produce ROS,
aumento de la expresion de moléculas de adhesion sobre la superficie y mayor adhesion
endotelial (Scapini y col., 2000). Estos efectos transcurren a través de sus receptores
CXCR1 y CXCR2 a los que se une con gran afinidad (Khandaker y col., 1999). Se ha
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demostrado que estos receptores disminuyen sus niveles en la membrana del neutrofilo
por accion de las metaloproteinasas liberadas por los neutréfilos (gelatinasa A y
colagenasa-2 o MMP-8), lo que podria corresponder a un mecanismo de regulacion
durante las respuestas inmune e inflamatoria.

4.3 SECRECION DE NO

Se esperaba encontrar la presencia de metabolitos estables del NO como producto de
secrecion desde los neutrofilos activados, puesto que se ha descrito que los
periodontopatdgenos estimulan la sobreexpresion de la 6xido nitrico inducible en tejido
gingival y glandulas acinares (Kendall y col., 2001; Batista y col., 2002; Slomiany &
Slomiany, 2002). Ademas, en los neutrofilos humanos se ha encontrado que agonistas
mediados por receptores como fMPL, LPS, Zymosan A y otros agentes inflamatorios
aumentan la secrecion de NO (Takeichi y col., 1998; Moilanem y col., 1999). El NO esta
involucrado en la quimiotaxis, fagocitosis y desgranulacién de los neutréfilos activados.

Lamentablemente, la liberacion de NO, de muestras de sangre completa y neutréfilos
purificados, a través de la determinaciéon de sus productos estables, nitrito y nitrato, no
pudo cuantificarse debido a una interferencia en el medio de incubacion (Figura 10) que
consistia en una elevada cantidad de nitrato. Los intentos de realizar incubacion de
muestras en un medio distinto al RPMI-1640 y que cumpliera con la condicién de que no
presentara estos metabolitos entre sus componentes (PBS 1%) también resultaron
infructuosos. Como resultado de éste analisis se obtuvieron bandas casi dentro del limite
de la sensibilidad del método (0,1 nmol/mL), por lo que tampoco fue posible la
cuantificacién confiable de estos derivados del NO. La zimografia comparativa para los
medios celulares RPMI-1640 y PBS 1% mostré en general, sefiales gelatinoliticas mas
débiles lo que indica que este medio tiene menor capacidad que RPMI-1640, para
visualizar la activacion de los neutréfilos y que por lo tanto, no permite estudiar la
secrecion de componentes celulares.

4.4 NEUTROFILOS PURIFICADOS

Los neutréfilos, como ya se ha sefalado, actian en la etapa temprana de la inmunidad
innata, presentan un proceso de desgranulacion y realizan fagocitosis para la destruccion
de microorganismos, por lo tanto, tienen un papel preponderante en la enfermedad
periodontal (Ford, 1999). Las células sanguineas estdan compuestas por: eritrocitos,
plaguetas y leucocitos entre los que se cuentan neutréfilos, eosindfilos, basdfilos,
linfocitos y monocitos. Los neutrofilos constituyen aproximadamente el 0,10% del total de
las células sanguineas (Sherman & Sherman, 1989), por lo que se encuentran muy
diluidos en los analisis de sangre completa y por ello la gran mayoria de los trabajos
actuales, se realizan con neutréfilos purificados (Marie y col., 1998; Claesson y col., 2002;
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Hayashi y col., 2003; Silva y col., 2004). El proceso de purificacion, si bien esta descrito y
estandarizado, ya sea utilizando gradientes de ficoll-hypaque o de percoll y posterior
sedimentacion en dextrano (Rose y col., 1992, Sabroe y col., 2004), debe efectuarse muy
cuidadosamente para evitar la auto-activacion de los neutréfilos que provoca una

agregacion irreversible.

El recuento celular de neutréfilos, realizado a partir de la purificacién de éstas células
provenientes de muestras de sangre, por tinciéon con azul de Tripan, entregdé un promedio
de células/mL en pacientes un poco mayor que para controles, aunque no significativa, lo
que podria deberse a la situacion de infeccion bacteriana presente en los pacientes con

periodontitis.

4.5 NEUTROFILOS Y ENFERMEDAD PERIODONTAL

La importancia de este estudio consiste en la capacidad de determinar la estimulacion de
neutréfilos purificados con patdgenos periodontales en pacientes con enfermedad
periodontal, en base a la secrecién de proMMP-9 e IL-8, y asi contribuir a enfrentar en
forma mas adecuada el tratamiento del paciente. Para esto, se propone estudiar
muestras de sangre del paciente antes de recibir tratamiento (pulido radicular con o sin
tratamiento con dosis bajas de doxicilina) (Novak y col., 2002), con el objeto de
determinar el nivel de hiper-reactividad de los neutréfilos. Después de periodos regulares
de 2-6 meses de tratamiento con supervision odontoldgica, se puede tomar nuevamente
una muestra de sangre para el analisis respectivo. Se espera que la hiper-reactividad de
los neutréfilos disminuya con el transcurso del tiempo si se mantienen las condiciones de
tratamiento. Esto se debe a que existe un recambio constante de neutréfilos en el sistema
circulatorio, ya que estas células se liberan a la sangre proveniente de la médula 6sea y
permanecen en circulacién por aproximadamente 10 horas. En caso de que haya
reaccion inflamatoria, los neutrdfilos infiltrantes pueden vivir hasta 48 h (Yamashiro y col.,
2001). Después de llevar a cabo la funcién efectora, las células mueren por el proceso de
apoptosis, facilitandose su eliminacién por macrofagos evitando asi, liberacién de
productos citotoxicos. Estos procesos permiten a los neutrdfilos erradicar efectivamente
microorganismos invasores mientras se minimiza el dano al tejido del hospedero (Moraes
& Downey, 2003). Aproximadamente 100 billones de neutrofilos entran y salen del
sistema circulatorio diariamente en adultos normales, por lo que el recambio de

neutrofilos se produce regularmente.

Los neutrdfilos expresan TLRs enumerados del 1 al 10, cuya estimulacién puede dar
cuenta de liberacién (“shedding”) de L-selectina, reduccion de la quimiotaxis, aumento de
la fagocitosis, estimulacion de la generacién de superéxidos y produccion de un
sinnimero de citoquinas y quimioquinas (Hayashi y col., 2003). Agonistas purificados son
reconocidos por los distintos TLR, lo que demuestra lo variado de la respuesta celular, a
diferencia del aumento de expresién de genes proinflamatorios que son menos

diferenciados.

Nuestros resultados, midiendo la respuesta de los neutréfilos sanguineos periféricos,
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mostraron claramente que IL-8 es un mejor marcador que MMP-9. Es importante
comprender los mecanismos que subyacen entre las interacciones de los neutrdfilos y los
diversos factores de virulencia microbiana para desarrollar estrategias terapéuticas mas
eficientes. Entre estos factores se encuentra en el caso de Pg: gingipaina, péptidos
fimbrilina, polisacaridos de la capsula, lipopolisacaridos, actividades hemaglutinantes y
hemolizantes, productos toxicos del metabolismo, entre otros (Kantarci y col., 2002).
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La comparacion entre poblaciones de pacientes y controles en andlisis de sangre
completa, no mostrd diferencias estadisticamente significativas frente a los distintos
estimuladores en cuanto a la liberacion de proMMP-9 y a la secrecion de IL-8.

La comparacién entre poblaciones de pacientes y controles en el analisis de
neutrdéfilos purificados, mostré diferencias estadisticamente significativas para LPS y Pg
en cuanto a liberacion de la enzima proMMP-9. Al comparar las poblaciones de pacientes
y controles dentro del grupo, se encontré un aumento significativo de la secreciéon de
proMMP-9 por estimulacion con LPS y Pg en pacientes.

La comparacién dentro de cada grupo de la liberacion de IL-8 por los neutrofilos
purificados, mostré diferencia significativa para LPS y Zymosan. En cambio, en la
comparacion de los efectos estimuladores entre pacientes y controles, practicamente
todos los casos resultaron ser significativos.

Los resultados en neutréfilos purificados presentan una mayor respuesta secretora
de proMMP-9 e IL-8 frente a los estimuladores utilizados, siendo la respuesta frente a
éste ultimo mucho mayor. El seguimiento de esta mayor respuesta aumentaria la
sensibilidad de la determinacién, por lo que se propone como un buen marcador
sistémico de la periodontitis que podria medir la eficacia del tratamiento.

Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con la hipotesis
propuesta sobre una hiper-reactividad de los neutroéfilos periféricos de los pacientes con
periodontitis.
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