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RESUMEN

Los lipopolisacaridos son el mayor componente de la membrana externa
de {as bacterias gram-negativas. Este es considerado como el factor de
patogenesis de los tejidos periodontales. Dentro de los dafios causados
por los lipopolisacaridos se encuentra la estimulacion de factores
responsables de la activacion de los recursos naturales de defensa de
nuestro organismo en 10s procesos inflamatorios agudos y cronicos. Se
ha visto que Ciclooxigenasa : (COX;), es la isoforma inducible en los
diferentes tejidos, cuyo sustrato producido comeo resultado de ia catalisis
de esta enzima es la prostaglandina E», quien es un importante
mediador de procesos inflamatorios.

El proposito de este estudio es determinar si los lipopolisacaridos
inducen la expresion de esta enzima en los fibroblastos gingivales
humanos. Para lo cual las células seran retadas con lipopolisacaridos
aislados de Actinobacillus actinomycetemcomitans este microorganismo
esta constantemente relacionado con la enfermedad periodontal. *

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron de explantes de
pacientes a partir de fos cuales se generaron cultivos celulares primarios
v fueron expuestos a los efectos toxicos de lipopolisacaridos extraidos
de A. actinomycetemcomitans. Se realizaron estudios dosis respuesta y
curso temporal para asi determinar los efectos de ios mismos sobre la
expresion de esta enzima mediante ensayo de RT-PCR, Western blot y la
cuantificacion de PGE; por el método de ELISA.

El presente es un estudic prospectivo y experimental. Las variables
independientes fueron, la concentracidon del LPS (dosis) y el tiempo que
este estuvo en contacto con la célula, 15, 30 min. 1, 3, 6, 12, 24, horas
y las variables dependientes fueron la induccion de la ciclooxigenasa y
produccion de PGE;.

Los resultados obtenidos de este estudio demuestran gue la respuesta
en la expresion de RWNA-m de Cox: esta ligada a la dosis (1ug/ml) y a
un periodo de tiempo determinado (15 min).



ANTECEDENTES

Las prostaglandinas reciben este nombre debido a que fueron aisladas
por primera vez a partir del fluido seminal. Aunque algunos de los
efectos bioldgicos de las prostaglandinas fueron descubiertos en la
década de los 30, estas moléculas no pudieron ser caracterizadas hasta
que en el afio de 1957 los investigadores S. Bergstrom y J. Sjovall
aislaron y caracterizaron a las prostaglandinas PGE;: y PGF,.

Casi todas las etapas de ta reproduccion y el desarrrotio estan
controladas por las prostaglandinas. Por ejemplo: las Prostaglandinas
PGE: y PGF;, estimulan la contraccion de musculo liso del utero y son
empleadas a nivel clinico para inducir abortos.

Entre sus efectos fisioldgicos se ha determinado que las prostagiandinas
participan en procesos de inflamacion tisular, misma que puede ser
inhibida mediante el consumo de acido acetilsalicilico (aspirina). La
biosintesis de prostaglandinas puede asi mismo inhibirse con un tipo de
hormonas esteroideas denominadas corticoesteroides.

La hidrolisis de fosfolipidos por la enzima fosfolipasa A; produce como
sustrato acido araquiddnico y este metabolito sirve de sustrato para las
isoformas de ciclooxigenasa (COX), que catalizan 1a conversion de acido
aragquidonico en prostagiandinas. Conocemos dos isoformas de esta
enzima; uno de estos tipo 1 (COX,;, activada principalmente bajo
condiciones psicologicas) y la otra forma es ia tipo 2 (COX;, presente
por estimuios inflamatorios)?, enzima encargada de sintetizar a las
prostaglandinas, que dentro de los principales miembros de esta familia
encontramos a la PGE;, PGH,, PGF,;, PGD; vy el Tromboxano A;, las
cuales son uno de ios principales blancos de la drogas antinflamatorias
no esteroideas (AINES)®.La sintesis de COX; es inducida dentro de la
celula cuando hay algun tipo de lesion tisular y es la encargada de los
procesos de inflamacion al activar a las prostaglandinas, dando como
resultado los procesos quimiotacticos caracteristicos de este estado,
dolor, rubor, tumor y calor. Fig. 1



Las prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y prostaciciinas forman
una familia de efectores celulares derivados del acido araquidénico.
Estas moléculas poseen una extraordinaria diversidad de funciones. Se
ha estimado que un tercio de todos los medicamentos conocidos afectan
a sistemas gue son modulados por las prostaglandinas.

A continuaciéon se hace una revision somera sobre los procesos
biologicos mas relevantes en el periodonto.
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Fig 1 Metabelitos del acide araquidémica en la inflamacion .

Tomado de patologia estructural y funcional de Robbins.




INTRODUCCION

Histologia del periodonto.

Desde el punto de vista embriolégico y fisiolggico el periodonto se
constituye en una unidad compuesta por la encia, cemento, ligamento
periodontal y hueso alveolar. Las tres Gltimas estructuras forman el
denominado periodonto de insercion, debido al hecho de constituirse en
elementos que posibilitan la articulacién del érgano dental al alvéolo.

Por otro lado, la encia en su totalidad es denominada periodonto de
proteccidn, en virtud de sus importantes relaciones funcionales con el
periodonto de insercién.

El periodonto de insercidon se origina del sacc o foliculo dental, que es
una condensacion del ectodermo formado en torno del germen dental,
nitidamente observado en la fase de campana de la odontogénesis
(Fig.2)

Fig. 2 Fotografia de corte histologico de un embrion de ratén (H. E. aumento original 60 X) donde se
observa la fase de campana de Ia odontogénesis. Notese ef foliculo dental apuntado por la flecha. ( Tomado
de diagndstico vy tratamiento del traumatismo dental. Alvares Sitvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-Odontoldgicas
Latincamerica A.C. 1997)



El saco dental se constituye en las regiones interna, media y externa,
que originan respectivamente el cemento, ligamento periodontal y el
hueso alveolar propiamente dicho.

El periodonto de proteccion corresponde a la adaptacion de la mucosa
bucal que ocurre durante la erupcion de los dientes. Solamente el
epitelio especializado en el estabiecimiento de la union entre la encia y

el esmalte (epitelio de unidn) se origina del epitelio reducido del drgano
del esmalte.

Encia

La mucosa bucal que se relaciona con los dientes y con el proceso
alveolar se compone de encia y mucosa alveolar.

La encia recubre el cuelio de los dientes y parte del proceso alveolar,
extendiéndose en la cara vestibular del maxilar, asi como en el paladar,
la encia se une a la mucosa palatina sin que exista una linea de unién
distinta, ya que la mucosa palatina también se constituye en una
mucosa masticatoria.

La encia se subdivide en libre 0 marginal y encia insertada, separadas
por el surco marginal o surco de la encia libre (Fig.3)

Fig. 3 lhustracion esquematica de la encia dinicamente sana.

papila interdental 6. encia insertada

surco interdental 7. unién mucogingival

frenillo 8. mucosa atveolar

encia marginal 9. fondo de saco vestivular

surco margmal 10. epitelio ge union {union dentogingival)

¢

{ Tomade de dagndstico y tratamiento del traumatismo dentat. Alvares Sitvia- Alvares Sérgio. Ac, Med-
Qadontoldgicas Latincamence A.C. 1997}



En los espacios interdentales la encia libre constituye las llamadas
papilas interdentales.

La encia libre se divide en tres regiones denominadas:
a) encia libre o marginal.

b) pared de! surco gingival.

C) unién dentogingival.

La vertiente libre estd separada de la encia insertada, casi siempre, por
el surco marginal y se extiende hasta el borde libre de la encia marginal.
A partir de ahi se inicia la pared del surco gingival, que va hasta el
encuentro con el epitelic de unidn.

El epitelio de la encia marginal es esencialmente plano estratificado y se
origina del ectodermo. Incluye el epitelio de unién dentogingival, el
epitelio Idel surco gingival y el epitelio de la vertiente libre de la encia
marginal.

El epitelio de unidn, forma, en dientes humanos erupcionados, un collar
de 1 a 2 mm de espesor, que se extiende de la union cemento-esmalte
hasta el fondo de! surco gingival (Fig. 4)

Fig. 4 Fotografia de un corte histologico (H. E. aumento original 25X ) del diente y su respectiva encia
gingival donde se gbservan. A- epiteiio gingival. B- epitelio de unién. {Tomadae de diagnostico v tratamiento
del traumatismo dental. Alvares Silvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-Odontolégicas Latinoamerica A.C. 1997)



Esta constituido solamente por dos estratos: el basal y el suprabasal.
Las celulas del estrato basal son cuboidales mientras que las del estrato
suprabasal son fundamentaimente aplanadas y orientadas en disposicion
paralela a la superficie del diente.

El nimero de lineas celulares en el estrato suprabasai puede variar de 1
a 3 en su terminacion apical y de 15 a 30 en su terminacion en el fondo
del surco gingival. El tiempo de renovacion celular de ese epitelio es de
4 a 10 dias en primates y las células se mueven continuamente en
direccién coronaria para exfoliarse en el fondo del surco gingival. Este
epitelio se caracteriza por el hecho de que sus células estan
interconectadas por un pequefio numero de desmosamas y con
acontecimiente ocasional de uniones septadas. Los espacios
intercelulares son variables en ancho e incluyen un nitmero variable de
leucocitos migratorios.

Con ia superficie del esmalte o con-una banda estrecha de material
amorfo y electrodenso, de origen desconocido y denominada cuticula
dental. El epitelio del surco gingival o surcular varia en extension
conforme a la profundidad del surco gingival y puede continuar
lateralmente a la porcién coronaria del epitelio de unién, en direccion
apical (Fig. 4), formando una linea de unién con éste que, a veces, es
mal definida.

Aunque el epitelio del surco gingival humano presenta una semejanza
estructural con el epitelic gingival queratinizado, este no se queratiniza
mucho aunque puede exhibir, morfolégicamente, tendencia a la
queratinizacion sin  producir wna linea superficial orto o
paragueratinizada. Sus espacios intercelulares son estrechos y no
contienen leucocitos. Su interfase con el tejido conjuntivo se presenta
en linea recta v lisa.

El epitelic de la vertiente libre puede ser queratinizado o
paraqueratinizado y exhibe una cantidad apreciable de papilas que se
interconectan con las papilas conjuntivas de la lamina propia (Fig.5).

La ldmina propia de la encia marginal consiste fundamentalmente de
células, matriz intercetular, fibras de colageno, del llamado grupo de
fibras gingivales, asi como vasos y haces de fibras nervigsas.

Las células observables en la lamina propia son los fibroblastos,
mastocitos y un pequefioc nimero de leucocitos polimorfonucleares y
mononucleares. Las células mas numerosas son Jos fibroblastos,
responsables por la biosintesis de componentes de la matriz intercelular
tales como los coladgenos tipo I, III y V, mucopolisacaridos, elastina y
glicoproteinas como la fibronectina. Los fibroblastos también producen
colagenasa y fagocitan fibrillas colagenas.



Fig. 5 Fotografia de un corte histoldgico (H.E. aumento original 125 X) de encia marginegl (vertiente libre)
humana. Observar el epitelio plano estratificado paraqueratinizado (persistencia de nideocs en las células de
las lineas superficlales) papllas epiteliales profundas.(Tomado de diagndstico y tratamiento del traumatismo
dental. Alvares Silvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-Odontoldgicas Latinoamerica A.C. 1997)



Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es el tejido conjuntive interpuesto entre el
cemento radicular y la superficie del hueso aiveolar propiamente dicho.
Tiene una espesura variable de 0.15 a 0.38 mm, la cual tiende a
disminuir con el transcurso de la edad. En el Ilgamento periodontal se
encuentran células, sustancia intercelular, vasos y nervios.

La sustancia mtercelutar amorfa esta const|tu:da fundamentalmente por
los mucopolisacaridos.

Ademas de los mucopolisacaridos, se encuentran, en menor cantidad,
glicoproteinas, como por ejemplo la laminina y la fibronectina. Esas
glicoproteinas ejercen un papel fundamental por contener proteinas
integrales de membrana (ejemplo, integrina) y componentes de la
matriz extracelular, tales como el colageno vy los mucopollsacandos Se
destaca aun, el hecho de que determinadas proteinas integrates de
membrana, ademas de ligarse por la superficie externa de la membrana
plasmatlca con glicoproteinas de {a matriz, presentan por la fase interna
de la membrana, locales de ligacion con protelnas citoplasmaticas (tales
como la talina y ta vinculina) que a su vez se ligan con las proteinas del
citoesqueleto, como por ejemplo la actina.

Las fibras mas abundantes en el ligamento periodontal son las
colagenas, gque fundamentalmente constituyen las llamadas fibras
principales, que ejercen la funcidn esencial de ligar el cemento radicular
al hueso alveolar propiamente dicho y mantienen la raiz suspendida en
el interior del alveoto. También contribuyen, junto con el epitelio de
union, al establecimiento de un mecanismo armadnico de enlace entre la
encia y el diente. Esas fibras colagenas principales estan formadas por
la ascciacion de fibrillas resultantes de la polimerizacién de moléculas de
tropocolageno del tipo I, con una discreta participacion del
tropocolageno del tipo V.

En los espacios existentes entre las fibras principales, también se
aprecian delgadas fibras colagenas (que no estan relacionadas con el
sistema de suspension de la raiz en el alvéolo 6seo) y fibras reticulares
(constituidas por fibrillas colagenas resuitantes de la polimerizacion del
tropocolageno tipo III).

Ademas de las fibras colagenas, tambien se ubican en el ligamento
fibras oxitalamicas. En el ligamento periodontal humano no fueron
descritas fibras elastlcas, con excepcion de aquellas adosadas a la pared
de vasos sanguineos,

Las celuias presentes en el ligamento periodontal son: fibroblastos,
células ectomesenquimales indiferenciadas, cementoblastos,
osteoclastos, células epiteliales de Mallassez, célutas asociadas a
elementos neurovasculares y céluias de defensa, como macréfagos,
linfocitos, polimorfonucleares y mastocitos que pueden apreciarse
imprevisiblemente en el periodonto clinicamente sano. E! tipo celular
que aparece en mayor cantidad es el fibroblasto (Fig.6).



Fig. 6 Fotografia de un corte histoldgico de periodonto de ratdn (H. E. aumento original 125X) mostrando
en;

Flecha: Fibroblastos

A- dreas de reabsarcion dentaria

B- osteoclastos e ia superficie osea.

(Tomado de diagndstico v tratamiento del traumatismo dental. Alvares Silvia- Alvares Sémgio. AC. Med-
Odontoldgicas Latinoamerica A.C. 1997)

Al microscopio de luz los fibroblastos exhiben un nicleo alargado con
cromatina dispersa y por lo menos un nucléolo. La célula dificiimente
puede ser apreciada como un todo, ya que exhibe numerosos procesos
citoplasmaticos no observables al microscopio éptico.

Al ser examinadas en el microscopio electrénico de barride exhiben una
morfologia variada y dependiente principalmente de las condiciones
locales; o sea, localizadas entre haces de fibras principales o en areas
desprovistas de las mismas.

La microscopia electrénica mostrd que los procesos citoplasmaticos de
diferentes fibroblastos frecuentemente se contactan creando
desmosomas, uniones septadas y uniones estrechas.

Desde el punto de vista estructural el fibroblasto se caracteriza por
presentar una apreciable cantidad de cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso y uno o mas compiejos de Golgi bastante
desarrollados, lo que concuerda con su funcion primordial de sintetizar
la sustancia intercelular del tejido conjuntive. Las observaciones de
vesiculas con fragmentos de fibrillas colagenas y que exhiben reaccién
positiva con la fosfatasa acida permiten concluir que los fibroblastos
pueden simultdneamente sintetizar y degradar componentes de la
matriz extracelular y que la degradacidn intracelular del colageno parece
ser mas significativa.
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En experimento en el cual los animales fueron sometidos a la ruptura
del ligamento periodontal y a la administracion continua de [°H]
timidina, las células progenitoras de fibroblastos quedaron identificadas
como fibroblastos paravasculares, exhibiendo diferentes grados de
citodiferenciacion, con tendencia a una indiferenciacion relativa. Esas
células, entre tanto, pueden representar una poblacién precursora
multipotencial pudiendo dar origen a células osteogénicas y no osteo-
génicas.

La mayor parte de las fibras principales del ligamento periodontal se
caracterizan por exhibir una o ambas de las extremidades insertadas en

el hueso alveolar propiamente dicho o en el cemento radicular.

El segmento de la fibra principal que estda insertado en el tejido
mineraiizado y que también se presenta mineralizado se denomina fibra
de Sharpey. Es importante resaltar que esta fibra estd constituida por la
asociacion de un gran numero de fibrillas, y su renovacion (degradacion
edincoc;'pgracién de nuevas fibrillas) puede ocurrir sin que ella pierda su
identidad.

Las fibras principales del ligamento periodontal pueden observarse
facilmente en el microscopio oOptico vy se clasifican en los siguientes
grupos (Fig. 7)

VIR R

i
-

A

* e

Fig. 7 esquema de los pnincipales grupos de fibras periodontales, Corte mesiodistai.

1- fibras intrerradiculares 4-  fibras oblicuas
2-  hpras de la cresta alveotar 5- fibras apicales
3- fibras horzontales 6- fibras transeptates

{Tomado de diagnostico y tratamiento def traumatismo dental. Alvares Silvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-
Odontoldgicas Latinoamerica A.C. 1997)
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1) Grupo de la cresta alveolar: una extremidad fijada en el cemento
mas abajo de la unién amelocementaria y la otra en {a cresta del hueso
alveolar (Fig. 8)

2) Grupo horizontal:. situado apicalmente con relacién al grupo
anterior, las fibras se dirigen en angulo recto al eje longitudinal del
diente, del cemento y al hueso alveolar propiamente dicho.

3) Grupo oblicuo: es el mas numeroso, situado apicalmente con
relacion al anterior, se extiende hasta las proximidades del apice
radicular. Sus fibras se insertan en el cemento y en €l hueso alveolar,
describiendo una trayectoria inclinada en conexién con el eje
longitudinal del diente, en una condicién en la que la insercion dsea se
presenta mas coronarla que cementaria (Fig. 9).

4) Grupo apical: sus fibras parten del cemento de la regién apical de |3
raiz en direccion al hueso alveolar que delimita el fondo del alvéolo.

5) Grupo interradicular:. Situado entre raices de dientes
multirradiculares, sus fibras se insertan en el cemento de la zona de la
bi o trifurcacion y en la cresta del septum ¢seo interradicular.

6) Grupo supraalveolar o gingival:. Constituido por varios subgrupos
(enumerados a_continuacién) y sus fibras se localizan en la lamina
propia de la encia marginal (Fig. 9 y 10;}.

Grupo dentogingival
Grupo alvéoiogingival
Grupo dentoperiostial
Grupo circular

Grupo transeptal

YV YN
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Fig. 8 Fotografia de un corte histolbgico (Mallory) aumento criginal 60 X) mostrando:

A- grupd de fibras de la cresta del hueso alveotar

8- cresta del hueso alveoiar

C- cemento acelular

D- dentina

{Tomado de diagnostico y tratamiento del traumatismo dental, Alvares Silvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-
Odontolégicas Latinoamerica A.C. 1997)

En el periodonto de los dientes superiores la irrigacion deriva de dos
rames principales de la arteria maxilar interna: las arterias alveolar
superior ¢ infraorbitaria. Con relacion al periodonto de los dientes
inferiores el suplemento sanguineo se origina a partir de la arteria
alveolar inferior. Ademas, el periodonto de los dientes inferiores puede
recibir arteriolas provenientes del ramo sublingual de la arteria lingual,
de la arteria bucal, de la labial inferior, de ia maseterina y de la
mentoniana, en cuanto al periodonto de los dientes maxilares puede
recibir arteriolas provenientes de la arteria palatina mayor anterior y de
los ramos labiales de las arterias facial e infraorbital. La irrigacion
arterial del ligamento periodontal se deriva de tres fuentes:

1. Ramos de la arteria dentaria, es decir las arteriolas periodontales
longitudinales gue se originan en el ligamento periodontal apical vy
corren en direccion gingival.

2. Ramos de las arteriolas interalveolar e interradicular gue se originan
en Iios espacios medulares de los septus interalveolares e
interradiculares y penetran en el ligamento periodontal por
numerosos orificios en el hueso alveolar propiamente dicho. Esos
rameas, denominados ramos alveolares perforantes, son los mas
NUMmerosos.
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3. Ramos de las arteriolas supraperiostales que corren a través de la
mucosa bucal y lingual, recubren ei proceso alveolar y se aproximan a la
encia. Esos ramos se comunican a nivel cervical con arteriolas del
ligamento.

Las vénulas que drenan el ligamente periodontal y el hueso alveolar
propiamente dicho se juntan con aguellos de los septos oseos, aun no
siguen el curso de las arterioias. Elias se anastomosan en los septos
interalveolar para formar vasos mayores que a su vez se juntan con la
rtled,\.ienosa de ios espacios medulares adyacentes al fondo de cada
alveolo.

Histoldgicamente los vasos del ligamento periodontal se observan en los
espacios intersticiales de tejido conjuntivo flojo localizados entre las
fibras principales (Fig. 9) Ramos de la arteria dentaria, es decir las
arteriolas periodontales longitudinaies que se criginan en el ligamento
periodontal apical y corren en direccion gingival.

Ademas de los vasos sanguineos el ligamento periodontal contiene una
red apreciable de capilares linfaticos.

Los nervios sensitivos que suplen el ligamento periodontai de los dientes
maxilares se originan del nervio atveolar superior posterior, medio y
anterior, mientras que en el caso de los dientes mandibuiares e!
suplemento nervioso se origina a partir del nervio alveolar inferior.

Los ramos nerviosos destinados al ligamento periodontal pasan a través
de dos caminos:

1. A partir del nervio dentario, antes de que él penetre en la pulpa por
el foramen apical.

2. Ramos de los nervios c1ue. transitan por los septos interdentales e
interradiculares alcanzan e ng‘amento periodontal a traves de los
orificios existentes en el hueso alveolar propiamente dicho.

En el ligamento periodontal humang, las fibras amielinicas tienen un
diametro variable entre 0.5 y 1 micrometro, mientras que en el caso de
ias mielinicas ia variabilidad fluctua entre 1 y 16 micrometros. Parte de
las fibras amielinicas se constituyen en fibras posganglionarias del
sistema nervioso autonomo. Con relacion a las fibras sensoriales, una
porcion de ellas muestra las prolongaciones de origen en el ganglio
trigeminal, mientras que en otras se localizan en el nucleo
mesencefalico de! nervio trigémino. Las fibras sensoriales originan varios
tipos de receptores de organizacion morfolégica variable, segin la
especie animal.
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Fig. 9 Esquema de fbras periodontales del grupo supraalveolar o gingival -corte en sentido vestibulo-bucal-
dientes anteriares.

1. grupo circular
2. grupo dentogingival C. ligamento pericdontsl
3. grupo dentoperiosta D. cemento
A. grupo atvéclo-gingival epiteho surcular E. dentina
B. epitelic de unién
3 o

L — J

Fig. 10 Esquema de las libras perodontales del grupo supraalveoler o gingival corte en el sentido vestibulo-
bucal entre dientes posteriores.
1. grupo crrcutar 4. grupo alvéolo-gingival

2. grupo dentogingival A. grupo alvéolo-gingival epitelio surcular
3. grupo dentoperiostal 8. epitelio de unién,

{Tomadas de diagndstico y tratamiento del traumatismo dental. Alvares Silvia- Alvares Sérgio. Ac. Med-
Odontologicas Latincamernica A.C. 1997)
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Hueso Alveolar

Par proceso alveolar se designan los segmentos 6seos de la mandibula
que contienen los alvéolos dentales y que consisten de tablas corticales
externas, de un hueso esponjoso central y de un hueso compacto que
delimita los alvéolos. Este dtltime se denomina, desde el punto de vista
histologico, hueso fasiculado, porque proporciona anciaje para las fibras
principales del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) y, desde el
punto de vista embriotdgico, se origina de la porcién mas externa del
ectomesenquima del foliculo dental. Por otra parte, por poseer una gran
cantidad de perforaciones por las cuales pasan las fibras nerviosas,
vasos sanguineos y linfaticos, también es conocido desde el punto de
vista anatomico como placa cribiforme.

Las tablas corticales y el hueso que delimita los alvéolos Shueso alveolar
propiamente dicho) se unen en Ia cresta alveolar, generaimente 1.5 a 2
mm bajo de la unién amelocementaria del diente.

En la superficie del alvéolo, podemos observar histologicamente que el
hueso alveolar propiamente dicho se presenta constituido por:

a) hueso fasciculado (taminiilas oseas paralelas a la superficie del
alvéolo gue contienen  fibras de Sharpey  insertadas
perpendicularmente a las taminillas).

b) hueso iaminar (laminillas ¢seas paralelas a la superficie del alvéolo,
sin inclusion de las fibras de Sharpey).

¢} hueso haversianc (presencia del sistema de Havers).

El hueso fascicutado ocupa una significativa porcidn, aungue no toda la
ared alveolar. Parece sobrepuesto al hueso laminar y hueso
aversiano, asi como, a veces, en algunas regiones constituye la Gnica

variedad de hueso a formar la pared del alvéolo.

La remodelacién 6sea de los procesos alveotlares es constante; sin

embargo, es particularmente drastica durante la erupcion de ios dientes

deciduos y Ia sustitucion por los dientes Fermanentes. Entre tantg, aun
con una denticion permanente funcional, el grado de renovacion del
hueso alveolar parece ser mayor que en otras partes del esqueleto. Esto

se debe probablemente a la migracion poscriptiva fisiologica oclusal y

mesial, asi como a ias alteraciones de fuerzas que actuan sobre los

dientes. La célula responsabie por la reabsorcion del tejido 6seo se
denomina osteodasto y se presenta multinucleada. Se admite gue los

osteocitos también pueden reabsorber el cemento vy la dentina. (Fig. 6)
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Utitizando ratones adultos Wistar, los investigadores Kuribara y Enlow®
describieron a nivel estructural tres tipos de ligamento entre el hueso
atveolar propiamente dicho y el ligamento periodontal, caracteristicas
para las superficies de remodelacién de la pared alveolar:

1) el patrén més encontrado fue denominado "tipo adhesivo”, que se
forma subsecuentemente a ia retirada de los osteociastos y envuelve
una linea de matriz extracelular producida por fibroblastos, a la cual se
ligan nuevas fibrillas colagenas,

2) un "tipo continuo”, con algunos haces de fibras de Sharpey
resistiendose a la reabsorcion,

3) un "tipo intermedio” con ambos tipos "adhesivo" y “continuo” de
iigamento de iado a lado.
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Cemento

El cemento es un tejido conjuntivo mineralizado que recubre la
superficie externa de la raiz de los dientes. La formacion de! cemento
ocurre después del inicio de la formacion de la dentina radicular con
influencia de la vaina epitelial radicular de Hertwing. Una vez iniciada la
formacion de la dentina radicular ocurre una desorganizacion de la vaina
de Hertwing, desencadenada aparentemente por una disolucion de su
lamina basal. Algunas células de la vaina emigran, separandose de la
dentina y formando cordones epiteliales en la intimidad det folicuio
dental, denominados restos epiteliales de Mallassez (Fig. 9)

Las células que permanecen proximas a la superficie dentinaria terminan
incorporadas al cemento. Inmediatamente después de la
desorganizacion de la wvaina radicular de Hertwing, las células
ectomesenquimales indiferenciadas de la porcion interna del foliculo se
diferencian en cementoblastos e inician la secrecion de la matriz
organica del cemento. La formacién del cemento se considera un
procesg incrementat, lo que posibilita la observacion al microscopio de
iuz de lineas h:pocalcnfcadas que marcan el limite entre dos lineas y que
son denominadas lineas incrementaies de Salter.

Es importante resaltar el hecho de que la superficie del cemento se
presenta recubierta por una matriz organica no mineralizada
{cementoide), sobre la ctual se disponen cementoblastos en posicion
semejante a {a'de un epitelio simple. Tradicionalmente se habla de dos
tipos de cemento, el acelular y el celular.

En 1969, Listgarten y Kamin’ observaron en el cemento radicular una
gran variacion en la cantidad de cemento fibrilar, afibrilar y celular. Los
terminos fibrilar y afibrilar se refieren a la Presenua 0 no de fibras
colagenas prodldmdas por los cementoblastos (fibras intrinsecas).

En 1981, Jones® propuso una clasificacion detallada tomando en cuenta
la presenc:a o ausencia de fibras colagenas intrinsecas, de fibras
colagenas del ligamento (fibras de Sharpey extrinsecas) producidas por
los fibroblastos del ligamento y de cementoncitos (cementoblastos
aprisionados en la matriz  mineralizada). lla  distinguié
fundamentalmente el cemento relacionado funcionalmente = al
mecanismo de soporte del diente en odusion, de! cemento no
relacionado a ia insercion de fibras principales del ligamento.

El cemente acelular puede recubrir 1a dentina radicular desde la uni6n
amelocementaria hasta el &pice, sin embargo, usualmente no se
observa en e! tercio apical de {a raiz, donde encontramos apenas el tipo
celuiar. El espesor del cemento es menor junto al esmalte (20 a 50 pm)
y mayor junto al apice (150 a 200 um).
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Las céiulas incorporadas en el cemento celular, los cementocitos, son
semejantes a los osteocites, 0 sea, exhiben un cuerpo celuiar que se
algja en un  espacio denominado faguna, del cual parten
prolongamientos citoplasmaticos que se alojan en los canaliculos.

De la misma manera como ocurre en el tejido dseo, los canaliculos de
los cementocitos vecinos se anastomosan, para permitir el
establecimiento de un flujo de ligquido intersticial de la superficie
periodontal del cemento para las lineas celulares mas profundas. Ese
mecanismo posee una eficiencia relativa, de tal manera que a medida
que se van formando nuevas, los cementocitos situados mas
profundamente, tienden a recibir menos liquido intersticial y acaban
degenerandose. Cuando el cemento es relativamente delgado, las fibras
de Sharpey pueden ser observadas cruzando todo su espesor. Con la
produccion continua de nuevas lineas, una cantidad apreciable de fibras
de Sharpey termina quedando mcorporada al cemento, sin establecer
continuidad con fibras principales del ligamento. El ancla]e propiamente
dicho de las fibras del ligamento queda restringida a las lineas
superiores o recién depositadas.



FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS

El fibroblasto es el elemento celular predominante en el tejido conectivo
gingival. Entre los haces de fibras se encuentran abundantes
fibroblastos. Como sucede en el tejido conectivo de cualquier otro sector
del organismo, los fibroblastos  sintetizan y secretan las fibras
colagenas, asi como elastina, proteinas colagenasas, glucoproteinas
colagenasas, glucoproteinas y glucosa-aminoglucanos. La renavacion de
las fibras coldgenas y otros componentes quimicos, asi como su
degradacion, son reguladas por los fibroblastos. Estos también regulan
la cicatrizacion de heridas después de intervenciones quirdrgicas,
traumatismo & como resultado de un proceso patologico.

En encias aparentemente normales, podemos encontrar, leucocitos y
células plasmaticas en el tejido conectivo. Los mastocitos estan
distribuidos por todo el organismo y son abundantes también en el
tejido conectivo de la mucosa bucal y la encia. En una encia
clinicamente normal, se encuentran pequefios focos de células
plasmaticas vy linfocitos en el tejido conectivo cerca de la base del surco.
Los neutrofilos pueden observarse en alto nuomerg, tanto en el tejido
conectivo gingival como en el surco. Estas células inflamatorias estan
normalmente presentes en pequefias cantidades de las encias
clinicamente sanas. °
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Fig. 12 Microfotografia de fibroblastos Gingivales Humanos A) Sanos y B) tratados con
LPS. Tincion de GIEMSA (Aumento 100 X). Tomada por Miguel Perez Garzén. Lab.
Bioguimica Unidad de Estudios de Posgrado F.O.
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Los fibroblastos son células de origen mesenquimatoso, consideradas
por algunos autores como céluias diferenciadas de los periocitos. Su
aspecto varia notablemente en los distintos tejidos, en tejido conectivo
maduro normal se observan como células bastante grandes, achatadas
0 ahusadas con finas prolongaciones, tomando distintos aspectos segun
su ubicacion. Son céiulas glanduiares activas ocupadas en la sintesis y
secrecion de componentes extracelulares, de los cuales algunos de los
mas importantes son la colagena o las fibras elasticas. Se cree que
poseen una estimulacion mediada por un polipéptido que puede ser
liberado por macrofagos y plaguetas.

En estado no activo los fibroblastos se observan con escaso reticulo
endoplasmico y un pequefio aparato de Golgi por 10 que aigunos autores
los denominan fibrocitos. Los fibrobiastos son capaces de expresar COX;
en presencia de diversos estimulos como: inflamacien y componentes
endotoxicos bacterianos como los lipopolisacaridos.

LIPOPOLISACARIDOS ORALES.?

El numero total de bacterias que pueden ser aisladas de un sitio sano,
oscila entre 100 y 1000 diferentes bacterias en una muestra de placa
dentobacteriana de las cuales aproximadamente el 10 % corresponde a
bacterias del tipo gram-negativo que son las involucradas en ia
liberacién de LPS.

La gingivitis es una enfermedad caracterizada por el incremento en e
enrojecimiento e inflamacion de la encia que rodea la superficie dental
conjuntamente con un incremento en el nimero y tipo de células
inflamatorias; se produce de igual forma un aumente en las cuentas
microbianas de hasta 10,000 a 100,000 microorganismos de los cuales
del 15 al 50% son bacterias gram negativas. En ia periodontitis,
enfermedad en la que se produce una inflamacion cronica que conlleva a
la destrucciéon del hueso alveolar y pérdida de tejido conectivo se
presenta un incremento en el numero de bacterias de hasta 100,000 a
10,000,000 de microorganismaos, este incremento se produce con una
clara asociacion de microorganismos de tipo gram negativo.

Entre los organismos gram-negativos mas frecuentes asociados con la
enfermedad periodontal se encuentran Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus y Actynobacillus actinomycetemcomitans.
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. Estos microorganismos estan asaciados con la enfermedad y participan
de manera importante en la promocion de la periodontitis; estas
bacterias presentan en su superficie unas macromoléculas denominadas
lipopolisacaridos.

Los lipopolisacaridos participan como mediadores de procesos
inflamatorios, Se ha determinado gque estas macromoléculas son
permeables en todas las células que componen la encia y que inician
una cascada de procesos que deterioran las estructuras orales. Algunos
estudios rmuestran que al tratar los tejidos con diversos tipos de
lipopolisacaridos se promueve la expresion de mediadores infltarmatorios
nocivos scbre el tejido huesped.

Composicion y Estructura de Lipopolisacaridos Orales.

El grupo de lipolisacarido mas ampliamente caracterizado corresponde al
de la familia Enteroacteriacea, en particular Escherichia coli, que estén
formados por cuatro dominios consistentes en un lipido A, que es la
region téxica de la molécula, el nucleo interno  de oligosacaridos, el
nucleo externo y la regidn polisacarida O-antigénica.

Region polisacarida de los LPS orales.

Las porciones polisacaridas de las moleculas de LPS de las bacterias
orales no han sido caracterizadas con gran detalie como las
enterobacterias. El LPS mas ampliamente estudiado corresponde al de
A. actinomycetemcomitans; éste presenta una estructura repetida de (3
u-D fucosa (1-2)- o- L ramosa- {3-1)- B- D,N acetil-galactosamina).
Biotipos de la misma especie contienen estructuras repetidas de deoxi-
L-talosa y deoxi-D-talosa.

Estimulacion de mediadores inflamatorios por LPS orales.

La actividad biologica del los LPS se presenta en la estructura
denominada lipido A. Estudios en los que se utiliza, andiogos del lipido A
han demostrade que al modificar esta estructura, se afectan las
actividades endotoxicas.

El efecto de los LPS sobre las células del periodonto.

Recientemente se ha demostrado que los tejidos gingivales sanos
presentan un bajo nivel de expresion de mediadores inflamatorios. La
molecula E-selectina se encuentra en la superficie dei endotelio y su
funcion es fadilitar la salida de leucocitos de! flujo sanguineo a los
tejidos circundantes con el fin de atacar a las bacterias presentes en el
sitio de la infeccion. La expresién de IL-8 guia a los leucocitos al sitio de
ia colonizacion bacterial.



La distribucién de los leucocitos en los tejidos gingivales aumenta
cuando las bacterias, proteinas y lipopolisacaridos son reconocidos por
el hueésped en particutar mediante la asociacién de estas moléculas con
los monocitos.De igual forma las células epiteliales de la encia, que
constituyen el primer punto de contacto con los lipopolisacaridos en el
parodonto liberan IL-4.!!

Las e~ toxinas actian también sobre tos fibroblastos gingivales que
e * liberan tanto IL-8 como la proteina quimotactica monocitica
" .a demostrado asi mismo que en fibroblastos obtenidos de
nadas, la respuesta a la produccién de IL-8 disminuye
= tratan a estas células con lipopolisacaridos extraidos de P.

.»alfs.

En los macrofagos los LPS promueven la sintesis de IL-18 , que 3 su vez
estimula células no mieloides ( endoteliales , epiteliales y fibroblastos)
secretan prostaglandinas y metaloproteinas mismas que se encuentran
en altas concentraciones en los tejidos periodontates y en particular en
el fluido crevicular, con lo que se inicia la destruccion dsea y de los
tejidos de soporte como el ligamente periodontal.

De los mediadores de los procesos inflamatorios, el mas ampliamente
caracterizado es IL-1, entre cuyos efectos se encuentra la induccién de
la proliferacion de células T, degranulacion de neutrofilos, liberacion de
citocinas y prostaglandina E» por parte de los fibroblastos gingivaies y
de los monocitos.

Los monocitos son el recurso principal de la secrecion de TNF-a en
respuesta a LPS. El TNF-« estimula la resorcion osea pero €s menos
potente gque la IL-1. Incrementa asi mismo la permeabilidad vascuiar, la
degranulacion de los neutrofilos e induce la respuesta de varios tipos
ceilulares incluyendo la liberacion de PGE; por los fibroblastos y de IL-1
por los monocitos. En el fluido crevicular los niveles de PGE;, se
incrementan durante los procesos inflamatorios. Se ha determinado que
el tratamiento con agentes anti-inflamatorios participan en la
disminucion del proceso destructivo lo que nos sugiere que la PGE;
participa de manera importante en la enfermedad periodontal, *

Los LPS presentes en la cavidad bucal pueden estimular a los

macrofagos a secretar MMP que participan en la destruccidn tanto de
tejidos blandos como oseos.
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Los lipopolisacaridos constituyen la caracteristica dominante de ia
superficie de las bacterias gram-negativas; son |os objetos principales
de los anticuerpos producidos por el sistema inmune en respuesta a la
infeccion bacteriana.

La porcidn lipidica de los lipopolisacaridos de algunas bacterias es toxica

para el organismo humano y de otros animales; es por ejemplo,
responsable del peligroso descenso de la presion sanguinea que se
produce en el sindrome toxico causado por la infeccidn de humano con
bacterias gram-negativas.Los lipopolisacaridos han sido aislados en el
laboratorio de muestras de A. actinomicetemcomitans por el método de
Westphal.!?

Los lipopolisacaridos (LPS) son complejos de alto peso molecular,
componentes estructurales y funcionaies de la pared ceiular externa de
las bacterias gram negativas y responsables directos de la actividad
endotdxica de las mismas. Presentan muy poca variabiiidad estructural
de una especie a otra pero en general todos se componen de tres
regiones: una porcion lipidica conocida como lipido A, responsable de Ia
actividad endotdxica de la bacteria; un nucleo de polisacarido central y
una region polisacarida de cadenas O especificas formada por unidades
repetidas de 3 a 5 azicares que sobresalen de la pared y confieren
antigenicidad a la molécula.

INTERACCIONES DE LPS ORALES EN CELULAS EPITELIALES.

Aunque las céiulas epiteliaies sean presumiblemente el primer tipo de
célula en entrar en contacto con los LPS presentes en {as encias, poco
se conoce sobre como estas responden a LPS obtenidos de bacterias
orales. Sugivama'® informé que el contacto primario en células
epiteliales humanas produjo Ia actividad de IL-1 en respuesta a LPS de
E.Coli, pero no examind LPS de ninguna otra bacteria oral. Por otra
parte, un estudio reciente encontro que las células epiteliales gingivales
no produjeron IL-8 con respecto a LPS de E.cofi, si bien ias mismas
células respondian a LPS de varios tipos de bacterias excluyendo P.
gingivalis. 1°
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INTERACCIONES DE LPS ORALES CON FIBROBLASTOS.

los fibroblastos son el tipo de célula mas completamente estudiada
debido a la facilidad con que son obtenidos asi como su importante
papel en la degradacion tisular. Algunos investigadores han reportado
que el LPS de P.gingivalis puede estimular las secrecion de citocinas (Il.-
8, MCP-1), han encontrando que la mayor potencialidad se encuentra
en el LPS de E.Coli, mientras otros sugieren que el LPS de P. gingivalis
es incapaz de estimular este tipo de células, !%*7/1819.20

Watanabe® reportdé que la proteina quimiostadtica monocitica es
responsable de fa respuesta de LPS aislados de P.gingivalis y es similar
al LPS de E. coli en presencia de suero humano, pero aun mas alta en
ausencia del mismo. Por lo tanto los cultivos de fibroblastos son
heterogéneos en cuanto a su nivel celular y de poblacion.

Koka,'” ha observado que el LPS de P. gingivalis induce mediadores de
la inflamacion liberados por fibroblastos humanos y esta respuesta
depende de:

A) el sujeto de donde fueron aisladas las células,

B) la superficie de la muestra usada para preparar ias células,
(fibroblastos gingivates o fibroblastos de el ligamento periodontal) v

C) el mediador examinado (IL-1, IL-6 o PGE;).

Ogawa,*® reportd que fibroblastos gingivales aislados de pacientes con
periodontitis cronica tuvieron una respuesta de IL-8 reducida al ser
retados con LPS de P. gingivalis. Compard que fibroblastos aislados de
pacientes periodontalmente sanos tienen resultados diferentes
exponiéndolos a LPS de E£. colf siendo este mismo el agente causal de la
enfermedad. Afirma que preexponiendo por corto tiempo a LPS de P.
gingivalis encontro una potencialidad normal en la respuesta de los
fibroblastos, mientras que una exposicion mas targa reduce
significativamente ésta. Lo cual sugiere tolerancia, ésta a su vez juega
un papel importante en la hiporespuesta observada clinicamente en
pacientes. Informo que esa respuesta observada en fibroblastos del
ligamento periodontal puede ser alterada in vitro por la adicion de TNF-
a a el medio de cultivo.?® Sugiriendo que este aparente confluctuar de
resultados obtenidos por diversos laboratorios puede representar una
variabilidad en la respuesta de fibroblastos en periodonto enfermo vy
que estos puede tener un diferente nivel de reaccién innato a LPS comg
resultado de ia enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Establecer si los lipopolisacaridos estimutan la expresién de mensajeros
intercelulares que activen la respuesta inflamatoria en fibroblastos
gingivales humanos.

JUSTIFICACION

Los procesos inflamatorios agudos del periodonto son una de las
principales causas por las cuales los pacientes visitan el consultorio. La
hiperemia pulpar, la gingivitis ulcero necrozante aguda (GUNA) v la
alveolitis son procesos que se caracterizan por un dolor agudo
insoportable. Al conocer la manera en que interactuan los LPS con las
células las dosis (1mg/ml de LPS) y los tiempos (15 min.) a los que se
activa la maxima respuesta de esta enzima (COX;) podremos
posteriormente buscar blogueadores de estas vias gque sean mas
efectivos y menos agresivos para los pacientes.

OBJETIVOS GENERALES.

s Determinar si es que se lleva a cabo la expresion de la enzima
ciclooxigenasa COX; por medio de LPS en fibroblastos gingivales.

« Cuantificar la dosis a la que se lleva cabo !a expresién de esta enzima.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

+ Establecer si los lipopolisacaridos promueven la expresién  de
Ciclooxigenasa: (COX ) en fibroblastos gingivales humanos en
ensayos dosis-respuesta y curso temporal.

« Comprobar si la sintesis de mensajeros para estas enzimas es
dependiente de la dosis y del tiempo por el tratamiento de los
lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales humanos.

« Determinar la actividad de la enzima mediante la produccién de PGE;
en fibroblastos gingivales humanos tratados con lipopolisacaridos.
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HIPOTESIS.

El propdsito de este estudio es |a determinacion de la produccidn de esta
enzima. Si los lipopolisacaridos participan en procesos inflamatorios
entonces el tratamiento con estas endotoxinas induce la expresion de
genes mediadores de procesos inflamatorios en especifico de la enzima
ciclooxigenasa 2 en fibroblastos gingivales humanos, gque en conjunto
estan intimamente relacionados con las enfermedades periodontates,

Si la expresion de 1a enzima esta condicionada a la concentracion de LPS
y el tiempo en contacto con el FGH entonces podremos ocbservar la
produccién de ésta utilizando diferentes diluciones de LPS y marcandolos
con anticuerpos anti-COX: para poder comprobar la induccién de la
misma por el métdo de Western Blot.

La obtencion de productos (RNA-m) derivados del tratamiento de
fibroblastos gingivales humanos con LPS podra ser amplificado vy
comprobado utilizande electroforesis para DNA en geles de agarosa.

El tratamiento de FGH con LPS activa mensajeros intracelulares tales

como COX » las cuales producen productos finales como PGE: la cual
podra ser cuantificada por medioc de la técnica de ELISA.
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TIPO DE ESTUDIO

El ensayo que realizamos es del tipo experimental, prospectivo y
comparativo.

MATERIALES.

MATERIAL BIOLOGICO.

Fibroblastos gingivaies humanos.

Lipopolisacaridos aislados de A. actinomycetemcomitans.

MATERIAL

Cajas petri
Pipetas

Tubos para centrifugar
Micropipetas

EQUIPO.

Agitadores

Balanza. (OHAUZ)

Bafio a temperatura controlada. (Fisher)
Camara de Eiectroforesis vertical. (Hefter)
Camara de flujo laminar. (MAIRE)

Camara de revelado. (Pharmacia)
Espectrofotémetro. (LKB)

Incubadora. (NUIARE)

Microscopio de objetos invertidos. (Olympus)
Mustiscreen. (Bio-Rad)

Orbit shaker. (Fisher)

Pipetas. (Finepipette)

Potenciometro. (LKB)

Termociclador. (Perkin-Elmer)

Vortex. (Scientific Industries)
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REACTIVOS

REACTIVO MARCA O LABORATQRIO

Acrilamida Sigma

Agarosa Sigma

Antibidtico antimicético Gibco ;
Anticuerpos para COX; Santa Cruz Biotechnology .
Azida de sodio Gibco

Azul de bromofenol Sigma

Bis-acrilamida |Sigma a
Folin-fenol ciocaiteuss Sigma

Fosfato de sodio Baker

Glicina Baker

Hidroxido de calcio Baker

Leche descremada Nestle

Marcador de peso molecular Sigma

Marcadores de peso molecular Gibco ]
Medio de cuitivo de Hanks Gibco

Metanol Baker ]
Nitroblue tetrazolium Sigma i
Persulfato de amonig Sigma I
Suero bovino fetal Gibco

Sueroalblmina de bovino Sigma

Sulfato de cobre pentahidratado Baker |
Tartrato de sodio y potasio Baker !
Temed Baker

Tripsina | Gibco A
Trisma-base | Sigma o
Tween | Sigma :
METODOLOGIA.
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CULTIVO Y PREPARACION CELULAR, ANEXQ 1

Para realizar este tipo de ensayo debemos recopilar los datos de
nuestras pruebas en las cuales debemos tratar las células y prepararlas
para el experimento.

Las condiciones deben ser éptimas para el buen manejo de nuestra
prueba, y se deben cumplir con los siguientes requisitos.

La células deben estar subconfluentes (minimo el 90%) y estar
sincronizadas, esto o haremos dejandolas en ayuno durante 24 horas
para que al realizar el ensayo se encuentren en estado G-0.

Se colocaron 1 x10° células en un volumen de 2 ml, en 12 cajas falco
para cultivo celular.

Este es el primer paso y uno de i0s mas importantes ya que las
condiciones en las gue realizaremos el resto de las pruebas deberan
contar con las mismas condiciones. Ya que el experimento se realizard
por triplicade y de manera comparativa.

El siguiente paso es el de retar nuestras células con LPS de A.a. a

diferentes concentraciones. El stock esta a una concentracién de
. . . 2

1mg/ml. disuelto en amortiguador de fosfatos-salino. AVEXC 2

Se coloca el LPS a las
siguientes concentraciones:

1)0.001 ng
2) 0.01 ug
3) 0.1 ug
491 ug

5)10  ug

6) 100 g

Una vez realizadas las diluciones de la muestra de lipopolisacarido se
retan los fibrobiastos por el tiempo indicado y se lisan ias células con
triton al 10%. (Buffer de Lisis).

Se toman las muestras y se cuantifica proteina por ¢ método de
LOWRY ANEXO 2
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Una vez realizados los calculos y conociendo la cantidad de proteina
presente se toman los yl necesarios de muestra y se procesan para
aplicarlos en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10%.

La cantidad de proteina necesaria para correr una buena electroforesis
es de 50 pg.*N¥*° * A| correr nuestra muestra colocaremos estos en el
siguiente orden.

# CARRIL MUESTRA

MARCADOR DE PESO MOLECULAR
CONTROL CON 24 HRS DE AYUNO

CONTROL + SBF 0.2%

LPS 1 mg

LPS 5 mg

LPS 50 mg
LPS 100 mg

(i (b lWin =

El marcador de peso molecular nos permitira identificar a COX;, cuyo
peso molecular es equivalente a 82 Kdaltons.?* El tiempo de corrida es
de 12 hrs / 20 milamperes.

Se recupera nuestro gel y lo tefimos con coommasie 250 por 1 hr.
Se destifie nuestro gel y se observa el patron obtenido.

OBTENCION DE RNA-m DE FGH TRATADOS CON LPS, ANEX9S

la extraccion de RNA se hace con una mezcla de tiocianato de
guanidina, Fenol saturado, Acetato de sodio y f-mercaptoetanci. E| RNA
se obtiene al precipitar con isopropanol v se lava con etanol, las pastillas
obtenidas se resuspenden en agua con dietilpirocarbonato y se
cuantifican con un espectrofotometro por medio del coeficiente 260/280,
El RNA se analiza por electroforesis en geles de agarosa con
formaldehido y su tincion con bromuro de etidio.
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RT- PCR. 34 ANEXQ 6

El ensayo de RT-PCR se deben disolver primero los oligonlcleotidos de

GADPH y COX,.2

Se coloca en un tubo ependorf para amplificacion los siguientes
componentes para llevar a cabo la reaccién:

Componentes Volumen/50MI ul concentracién final
2X mezcla de reaccion 25l 1x
Templado de RNA x ul 2 ug

Promer sense (10 pl) 1ul 0.2uM
Antisense-Primer { 10u) 1yl 0.2 uM
RT/Tag mix T R

agua destilada acompletar 50wl | = ------

Se agitan suavemente las muestra y asegurarse de que todos los
componentes estén en el fondo del tubo de amplificacion. Si no fuere el
caso centrifugar suavemente.

Se colocan las muestras en el termociclador con los siguientes ciclos:

1. Correr 1 ciclo de 45-50°C por 30 min. (sintesis y pre-
desnaturalizacion).

Correr de 35 a 40 cicdlos a 940C por 15 segq. (desnaturalizacion),
55-60 °C por 30 seg. (Alineamiento).

. 68-70 °C por 1 min. (Extension).

5 1 ciclo final de 72°C por 5 a 10 seg. (Extension final).

PN

El analisis de los productos amplificados se realiza en una electroforesls
para DNA en gel de agarosa al 1 %.

La secuencia del oligonucledtido® utilizado para la amplificacion es la
siguiente:

COX 5.
Sense: 5-TGCCCAGCTCCTGGCCCGCCGCTT-3
Antisense: 5-GTGCATCAACACAGGCGCCTCITC-3

GADPH:
Sense: 5-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3
Antisense: 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3
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ENSAYO DE WESTERN BLOT, ANEX07

Para estudiar los efectos de lipopolisacaridos sobre la expresién de la
COX3, se sembraron fibroblastos gingivales humanos en cajas petri de
100 x 20 mm hasta confluencia. Se dejaron durante 24 horas en DMEM
libre de suero bovino fetal y posterormente se trataron con el
lipopolisacarido a los tiempos y concentraciones indicadas. Al término de
la incubacién se retiré el DMEM y se lavaron las células durante tres
ocasiones con buffer de fosfatos. Se tomaron las muestras de 2 x 10°
células para hidrolizarlas en soluccion de Laemmli. { Tris pH 6.8, SDS
10%, glicerol 10% vy azul bromofenol 0.1%) hirviéndolas durante 5 min
y colocandolos en refrigeraciéon durante 10 min. La muestras se someten
a una electroforesis desnaturalizante al 10%. Al término ias muestras se
transfieren a una membrana de nitroceluiosa durante 12 horas a 20 mA.
La proteina transferida en ia membrana de nitrocelulosa se afializd con
anticuerpos anti Cox; ( Santa Cruz Biotechnologies) y se reveld por
NBT-BCIP y quimioluminicencia.

ENSAYQ DE PGE=x

Para el inmunoensayo se utilizd un kit de Life Tech. La muestra se
cuantifico de acuerdo 2 las instrucciones del fabricante, el ensayo se
baso en la competencia entre PGE: y la PGE; marcada con la molécula
de acetilcolinaesterasa por el sitio de asociacion de anticuerpos
especificos a PGE>. Las muestras se ieyeron a una absorbencia de 412
nm y el rango de concentracion de la curva de calibracién fue de 39 a
5000 pg/ml.

PRESUPUESTO.

El proyecto de investigacion fue financiado por el responsable del
Laboratoric de Bioguimica y el Proyecto PAPIIT IN 224398.



RESULTADOS:

Efecto del LPS sobre la transcripcion Cox..

Con el proposito de establecer si los lipopolisacdridos inducen ia
expresion del gene a ciclooxigenasa tipo 2, los fibroblastos gingivales
humanos se trataron con LPS (1ug/ml) por diferentes tiempos (Fig. 1).
Nuestros resultados muestran gque la maxima expresion de
ciclooxigenasa se efectla a los 15 minutos de tratamiento (305 pb) vy
posterior a este tiempo descubrimos que la expresion de este gene se
ve disminuida.

Fig. 1 Curso temporal de los productos amplificados por RT-PCR de GADPH y COX..
Se procedié a tratar las células en ausencia y presencia de LPS (1ug/ml) a diferentes
tiempos. Se aislo el RNA-m y se sometié a ensayo de RT-PCR por método de one-step.
1) Marcador de peso molecular; 2)Control; 3) 15 min; 4)30 min; 5)60 min.
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A pesar de que la amplificacion de! gene a gliceraldehideido 3 fosfato
deshidrogenasa se observa de igual intensidad decidimos asi mismo
correr un gel de agarosa al 1% a fin de observar el patrén def RNA total,
en el gel encontramos que no se presentaban diferencias en el patrén de
corrimiento entre la muestra control y ias tratadas con lipopolisacarido
por lo gue se descartd la posible degradacidn del mismo (Fig 2).

1 2 3 45

Fig- 2 RNA tota! obtenido de fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron a semiconfluencia y se trataron en
ausencia (1,5) y presencia de lipopolisacarido 1 pg/ml (2,3) y 10 ua/mi (4). Al término
de la reaccién se extrajo el RNA total de estas células de acuerdo al método descrito
por Chomczynski 2°. El experimento es el representativo de 3 ensayos indivuales.
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A fin de determinar la dosis maxima en la expresion de la enzima
ciclooxigenasa en fibrobiastos gingivales humanos tratados con LPS a
diferentes concentraciones. Se realizd6 un ensayo dosis respuesta (Fig.
3), nuestros resuitados muestran que fa maxima expresion de COX; se
produce al tratar a las células con LPS 10 ug/ml durante 15 minutos.

(305pb)->

6

Fig. 3 Dosis Respuesta de la amplificacién de Cox2 en fibroblastos gingivales
humanos tratados con lipopolisacaridos.

Observamos la expresion de Cox; en el gel de agarosa en el cual las células fueren
tratadas con 1) control, 2) 0.01 pg/mi, 3) 0.1 ug/ml, 4)1.0 pg/ml, 5) 10 ug/ml &)
marcador de pares de bases. Este es un experimento representativo de 3 ensayos.
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Cuantificacion de proteina total.

Con el objeto de establecer si los transcritos de COX;z se traducen en
una enzima activa se procedid a realizar un ensayo western-blot
utilizando para su identificacion anticuerpos policlonales a esta enzima.
Para el andlisis, 1as muestras se corrieron en geles de acrilamida al 10%
en presencia de SDS . En la figura 4 se muestra el patron proteico de los
fibroblastos gingivales humanaos tratados con LPS a diferentes tiempos,
encontramos que el patrén de proteinas es idéntico en cada condicion de
tratamiento.

Kda

974

68.0

430 e
— W Qo= - -
29.0 -
18.4 S g
14.3 e

Figura 4, Eiectrofcresis de lisado de fibroblastes gingivales humanos tratados con
LPS.

Se crecieron las células a semiconfluencia y se trataron con LPS 1 pg/mi a diferentes
tiempos. Observamos que el peso aproximado de esta proteina es de 29 Kda. Se
recuperaran las células 1x10% y se separaron en electroforesis desnaturalizante. Se
observa que la cantidad de proteina es la misma en los 8 carriles y es adecuada para
empezar el ensayo de westem biot. A)Marcador de peso molecular; 1}15 min.; 2)30
min.; 3)60 min.; 4) 1:30 hrs.; 5)3:00 hrs. 6) 6:00 hrs.; 7)12:00 hrs.; 8)24:00 hrs.
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Efecto de los LPS sobre la traduccion de Cox..

Mediante el andlisis de Western blot para la identificacion de Coxs en
fibroblastos gingivales humanos, mostrd que la expresion de Cox, se
efectlia desde la dosis de 1pg/ml a las 24 hrs de tratamiento.

Fig. S Andlisis de Western Blot de proteina Coxz en fibroblastos gingivales humanos,
Se observa que el mayor incremento en la produccidn de este gene es a la
concentracién de 10 ug observando una disminucién de esta a dosis mas bajas 1 ug.
Podemos determinar que la respuesta a la expresién del gene no aumenta de manera
proporcional a la dosis, en contraste a dosis mas altas la expresion es disminuida lo
cual nos sugiere tolerancia a la concentracion det LPS. 1) control no hay expresion de
Coxz, 2) 1 pg LPS, la expresion es positiva para los anticuerpos de Coxz, 3) 10 ng
LPS, Expresion positiva y aumentada para anticuerpos de Coxz, 4) 50 ug LPS, la
expresion se observa disminuida lo cual sugiere cierta tolerancia de los fibroblastos al
tratamiento con LPS, 5) 100 pg LPS, la respuesta ha disminuido en casi un 50% a
altas concentraciones de LPS. Flecha: Cox;
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Efecto de los lipopolisacaridos sobre la produccion de PGE; en
fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron a semiconfluencia en
cajas de cultivo de 96 pozos y se trataron a diferentes tiempos con
diferentes concentraciones de lipopolisacaridos. Nuestros resultados
muestran que desde concentraciones de 0.01 ug/mi, las células
responden a la endotoxina bacteriana produciendo 20 pg/0.1 ml de PGE;,
a las 12 horas, aumento en la concentracion de prostaglandina E; es del
doble con respecto a la concentracion basal.

La mdxima produccion se produce al tratar las células con el
lipopolisacarido a la concentracion de 10 pg/ml el aumento en tfa
produccion es de 44 pg/0.1 ml a las doce horas de tratamiento (Fig.5 ).

50

—&— Basal
——0.01 pg/ml
0.1 ugiml
== 1w g/ ml
== 10y 0

PGE 2 (pg!0.1ml}

20 40 60
TIEMPO {hrs.)

Fig.5 Efecto de los {ipopolisacaridos sobre la produccion de PGE; en fibroblastos
gingivales humanos. Las células se crecieron a semiconfluencia y se trataton con
diferentes dosis de lipopolisacaridos a diferentes tiempos. La placa se leyé a una
longitud de onda de 412 nm vy el rango de cuantificacidn del patrén fue de 39 a S000
pg / ml.
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Discusion.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo resulta interesante
sefalar que el LPS de A. a. es capaz de inducir la expresion del RNA-m
de Coxz in vitro y en contraste a los investigadores predecesores se
puede afirmar que los fibroblastos gingivales humanos son un buen
modelo para estudiar las acciones de los LPS, sobre la expresion de
mediadores de la inflamacién y los efectos de ésta sobre las
prostaglandinas.

Anteriormente Mitchell? menciona que la importancia de la activacion de
las prostaglandinas, via Cox, o Cox; es diferenciada de acuerdo ai
estimulo que la activd. Bajo un estimulo psicolégico la isoforma que esta
involucrada en la sintesis de prostaglandinas es la Cox 1, la cual esta
ligada a receptores celulares como la bradicinina (Bk), mediante la via
de transduccion de fosfoinositidos-calcio. Este incremento de Ca’*t
activa directamente a la PLA> que sintetiza al acido araguidénico desde
los fosfolipidos de la membrana. El acido araquidonico intracelular es
metabolizado por Cox; para sintetizar el producto final de esta reaccion,
las prostagiandinas.

En contraste en condiciones inflamatorias, la activacion de las
clclooxigenasas por citocinas o la estimulacion via LPS, actian sobre la
superficie de la célula causando la induccion de la isoforma Coxz y PLA;
via tirosincinasa, bajo estas condiciones la induccion de Coxz y PLA; da
como resultado un incremento en los niveles de prostaglandinas.

La evidencia de gue la expresion de este gene esta ligado a una dosis-
respuesta fa observamos incubando las células y retandolas con
diferentes concentraciones de LPS en contraste en tos controles libres
del mismo no existe un efecto y la expresion de la Cox; no esta
presente.

Gary P. O Neill® publicé que la expresién de isoformas de Cox; y Coxs
son inducibles en diferentes tejidos humanos, mediante ensayos de
Northern Blot y andlisis de RT-PCR en las cuales observa que la isoforma
que mejor se induce en tejido humanos es la isoferma Cox;,
encontrando aitos niveles de esta enzima en prostata, estémago, utero,
putmoén e intestino delgado entre otros y que la expresion de Cox; en
comparacion con Coxy se ve disminuida.
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En cuanto a la expresion de RNA-m de Cox; en fibrobiastos gingivales
humanos observamos un barrido similar en nuestras muestras a o largo
del get de agarosa en el cual podemos observar el producto aislado
intacto .

La expresién de este gene es visible a dosis bajas {10 mg/ml) y |a
accién de ésta es producida en tiempos relativamente cortos (25 min).

Conclusién.

En resumen con los datos obtenidos de 10s experimentos realizados en
‘este trabajo se concluye que los fibroblastos gingivales humanos pueden
ser estimulados con LPS de A.a. vy que la expresidn de PGE; esta ligada
a la activacion de ia Coxs.

Por otra parte la dosis maxima para la induccién de Cox; es de 50
mg/ml. De {os experimentos en los cuales las células fueron pretratadas
con LPS a diferentes tiempos la mayor expresion del gene de RNA-m de
Cox; es a los 30 minutos .

Finalmente puede considerarse a los fibroblastos gingivales humanos
como un buen modelo para estudiar las acciones de los LPS en procesos
inflamatarios.

Las prostaglandinas , leucotrienos, tromboxanos y prostaciciinas forman
la familia de efectores celulares derivados del acido araguidonico . Estas
moléculas poseen una extracrdinaria diversidad de funciones. Tabla 1.
Asi se ha determinado por medio de el ensayo de Western blot, RT-PCR
y Elisa con la cual podremos cuantificar la expresion final de {a accidn
de la Coxz por la produccion de PGE; en fibrobiastos gingivales humanos
tratados con lipopolisacaridos aislados de A. a.

1. Inhibicion de la uurogulén plaquetnrla.
2. Estimulacibn de la agregacién plaguetaria.
3. Regulacién de transmisién nerviosa.

4. Senslbllizacién frente al dolor.

5.  Mediacién de Ia respuesta inflamatoria.
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En cuanto a ia expresion de RNA-m de Cox; en fibroblastos gingivales
humanos observamos un barrido similar en nuestras muestras a o largo
del gel de agarosa en el cual podemos observar el producto aislado
intacto .

La expresion de este gene es visible a dosis bajas (10 mg/ml) vy la
accion de ésta es producida en tiempos relativamente cortos (25 min).

Conclusién.

En resumen con los datos obtenidos de ios experimentos realizados en
‘este trabajo se concluye que los fibroblastos gingivales humanos pueden
ser estimulados con LPS de A.a. y que la expresion de PGE; estd ligada
a la activacion de la Coxs.

Por otra parte la dosis maxima para la induccidon de Cox; es de 50
mg/mt. De los experimentos en los cuales las células fueron pretratadas
con LPS a diferentes tiempos ia maycr expresion del gene de RNA-m de
Cox; es a los 30 minutos .

Finalmente puede considerarse a los fibroblastos gingivales humanos
como un buen modelo para estudiar las acciones de 10s LPS en procesos
inflamatorios.

Las prostaglandinas , leuceotrienos, tromboxanoes y prostaciciinas forman
la familia de efectores celulares derivados del acido araquidonico . Estas
moléculas poseen una extracrdinaria diversidad de funcionas. Tabla 1.
Asi se ha determinado por medio de el ensayo de Western blot, RT-PCR
y Elisa con la cudl podremos cuantificar la expresién final de la accion
de la Cox; por la produccion de PGE; en fibroblastos gingivales humanos
tratados con lipopolisacaridos aislados de A. a.

Tabla 1. Caracterizacién de los efectos bnotoalcos de las rostaqlandlnas
!'1"—""'! blo SR iy £ ;SRR i % TR

Inhibicién de Ja agngaclén plaquetaria.

Estimulacién de la agregacion plaguetaria,

Regulacién de transmisién nerviosa,

Sensibilizacion frente al dolor,

Mediacién de la respuesta Inflamatoria.

‘wpwv»
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ANEXO 1

AISLAMIENTO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

1.

2.

Nouws w

= o

11.
12,

0.

Después de realizar el explante se obtiene una muestra de tejido y se coloca en
solucion de Hanks (Solucion salina con Ab-Am al 1 %)

Se realiza el raspado del tejido sano (encia) colocdndolo en una caja petri y se
corta el tejido tratando de hacerlo lo mas delgado posible.

Se coloca el tejido en tubo para centrifugar de 15 ml. y se adicionan 2,5 ml de
solucion de Hanks.

Se centrifuga por 90 seg. Y se extrae el sobrenadante.

Se coloca 2,5 ml de solucién de Hanks y se repite la operacion minimo 3 veces.

Se extrae el sobrenadante y se coloca 1 mi de tripsina.

Se incuba por 20 min en bafic maria y se colocan 2ml de DMEM con SBF para
detener la reaccion de la tripsina, y se resuspende con DMEM,

Se centrifuga durante 2 min.

Se agregan 2 mi de DMEM y se resuspende la muestra.

Se deja sedimentar y se recupera el sohbrenadante, ya que en éste se encuentran
los fibroblastos.

Se deja sedimentar y se siembran en una caja falco.

Se incuban a 37 °C vy se etigueta con |a fecha.

ANEXO 2

CONCENTRACION DE LIPOPOLISACARIDO PARA OBTENCION DE
RNA- m de Cox;

MUESTRA CONCENTRACION
1 CONTROL

100 pa

50 ug

10 ng

1 ug

0.1 ug

[ 1] B LVVR [ )




ANEXO 3 ) ,
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.

Solucién A: 2 % de Carbonato de sodio

0.4% de Hidréxido de sodio
0.02 % de tartrato de sodio

Solucidén B: 0.5 % de suifato de cobre pentahidratado.

Solucién C: 50 mi de sol, Ay 1 mi de sol. B,
Solucion D: Folin-Fenol y agua 1:1

Aftadir 0.2 ml de muestra y un mi de sol. C esperar durante 10 min. Agregar 0.1 mi de
Sol. Dy esperar 30 min. Leer en espectrofotometro a 660 nm.

Curva patrdn se utiliza una solucién stock de suero albimina de bovino a una
concentracion de 1 mg/m,

Después de realizar esta técnica se interpolan 105 valores en una grafica o se lleva a
cabo una regresion fineal para cuantificar nuestras lecturas vy determinar asi nuestra
cantidad de proteina.

La técnica de determinacién de proteinas de Lowry, consiste en utilizar una solucién
alcalina {sol A), formando un complejo con {a proteina. Este complejo reduce un grupe
fosfomilibdico a fosfotugstato dando como resultado un color azul intenso. A mayor
cantidad de proteina mayeor coloracion.

Las variables en la utilizacidon de esta técnica son: el tiempo, 1a técnica es sensible a
cambios iénicos vy la presencia de mercaptanos puede hacer variar o dar resultados
erroneos.

ANEXO 4
ELECTROFORESIS

Se preparen geles de poliacrilamida para correr las muestras de los fibroblastos
retados con diferentes congentraciones de lipopolisacaridos vy se colocan los
marcadores de peso molecular; 10 que esperamos ver es la expresion ge la Cox, con
un peso molecular de 82 k!

Se dejan correr las muestras por todo el gel (12 hrs /20 miliamperes) y se tifien con
azul de coomasie. Para proceder a realizar la transferenia de proteinas del gel a el
papel de nitrocelulosa.

Para realizar una buena electroforesis necesitamos cuande menos 50 rmicrogramos de
proteina para poder realizario. Para el Western Blot necesitamos 100 microgramos.

Se colocan las muestras en geles gesnaturalizantes al 10% vy se utiizan marcadores de
peso molecular se toma ta muestra v se colocan 10 microlitros de azul de Coomasie.
Se colocan las muestras
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TESTIGO DE PESO MOLECULAR PARA ELECTROFORESIS.

PROTEINA REPORTE (Peso mol.) APARENTE (Peso Mot.}
Lysosime 14,300 14,690
B-Lactoglobuiina 18,400 19,200
Anhidrasa carbonica 29,000 28,410
Ovalbumina 43,000 43,935
BSA 68.000 67,270
Fosforilasa B 97,400 97,145
Miosina 200,000 197,605
ANEXO 5
AISLAMIENTO DE RNA

Reactivos y equipo.
Tratar el agua durante 24 hrs. con DEPC ( 1 mi por cada litro d e agua) y esterilizar.
Todas las soluciones se preparan con agua tratada de acuerdo al rengldn anterior.

Solucién D

Acetato de sodio tri-hidratado . 2M

Pesar 27.2 gr de acetato de sodio tri-hidratado

Disolver en 20 ml de agua tratada con DEPC ajustar el pH a 4.0 con acido acético
glacial aproximadamente 80 ml y aforar a 100 ml Esterilizar.

Componentes de ta solucién D

S ml. de Tiocianato de Guanidina 4 M

5 ml de fenol saturado (Parte inferior del frasco)
0.5 ml de acetato de sodio 2M pH 4.0

180 ul de p-mercaptoetanol.

Esta solucién se puede utilizar durante |as primeras 48 hrs.

ANEXO 6

RT-PCR.

La técnica de PCR es la sintesis enzimadtica que se utiliza para ampilificar secuencias de
ADN especificas en este case la secuencia de COX;; la técnica de PCR es la sintesis
enzimatica gue se utiliza para amplificar secuencias de ADN especificas en este caso la
secuencia de COX de ios “primers” y finalmente la extension de los primers a 72¢C
gue dara como resultado 2 moléculas idénticas del ADN blanco. De ahi que el nimero
de moléculas de ADN se incrementa geomeétricamente después de cada ciclo. Un
promedio general para obtener suficiente ADN blanco es de 40 ciclos.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

El Método de PCR se basa en tres pasos basicos para ia sintesis de cuaiquier DNA:
1. Desnaturalizacién de la hebra de DNA en una sola

2. Analisis de los primers de la hebra para ia sintesis de su complementaria

3. Extensidon de la nueva hebra de DNA a partir de los primers.
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La técnica para elaborar este proyecto se basa en la sintesis repetida de ADN. Con el
descubrimiento de un ADN termoestable (polimerasa) ha dado a los cientificos una
técnica muy poderosa conocido como reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
esta tiene como base tres pasos simples, los cuales se reguirieren para cualquier
reaccidn de Sintesis de ADN: 1) la desnaturalizacién de l|a plantilla en hebras (nicas,
2) de a cada hebra original para la sintesis nueva de hebra; vy 3) Extensién de las
hebras nuevas de ADN apartir del molde existente.

Estas reacciones pueden efectuarse con cualguier ADN v resulta en la sintesis de
porciones definidas del ADN original. La secuencia sin embargo, a fin de ta prueba
asciende a mas de un ciclo de sintesis, las plantillas deben nuevamente ser
desnaturalizadas, ya que requieren de temperaturas muy altas gue inactivan a la
mayoria de las enzimas. Por lo tanto, los intentos iniciales en la sintesis ciclica de ADN
son efectuados agregando polimerasa fresca después del paso de desnaturalizacion. La
utilizacion de una técnica para descargas repetidas de sintesis de ADN,

El costo de tal protocolo llega a ser tan alto que es rapidamente prohibitiva. Con el
descubrimiento de un ADN estable aislado de una bacteria termofilica {TAQ), permite
sintetizar una nueva trenza de ADN rapidamente. Este es amplificado de manera
exponencial tomando una regidon definida del material, con esto nace una nueva
tecnologia.

Desde el descubrimiento de las enzimas de restriccidn esta nueva técnica ha
revoludonado la biologia molecular. Hay centenas de articutos publicados en donde se
utilza la técnica de PCR la cual utilizaremos en este estudio.

ANEXO 7
ENSAYO DE WESTERN BLOT.

Las variaciones del método de Southern blotting son conoridas como Western transfer
y Northemn transfer, quienes detectan respectivamente RNA y proteinas. En el Northern
blot el RNA es inmovilizado en papel de nitrocelulosa v detectado a través del uso del
RNA o DNA complementario radiomarcado. En el Westemn biot, 1a mezcla de proteinas
es transferida a papel de nitrocelulosa y las proteinas especificas identificadas por su
transferencia de anticuerpos contra ellos. La nitrocelulosa de cualquier modo afianza a
las proteinas tenazmente que en algunos casos esto puede interferir con su
identificacion inmunogquimica.

En algunos casos el papel de nitrocelulosa puede ser remplazado con papel con grupos
derivados de diazobenzyloxymethyl, el cual reacciona con los grupo amino de las
proteinas covalentemente al papel.

1. Hidratar la nitrocelulosa en agua introduciendo la membrana en una inclinacion de
+5¢ (no mojaria de golpe por que no se hidrata).

. Después se eqguilibra en el buffer de tranferencia (5 min).
. El gel se equilibra en buffer de transferencia 30 min para enviar que cambie el
tamafioc durante la transferencia.

W N

. Se coloca en la camara de transferencia a:
60 maA por 12 horas
40 mA de 4-8 horas
100 volts por 1 hora.

a e o p
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Se coloca la nitro en el muitiscreen y se coloca el primer anticuerpo (500 microlitros
por pozo). B horas a 4 grados centrigrado o 4 horas a temperatura ambiente. E!
controi de la temperatura es importante ya que el anticuerpo esta colocado en la
solucién y puede desnaturalizarse. El anticuerpo estd diluide 1: 1000. La solucidn
queda de la siguiente manera:

5% de leche

0.2% de Tween.

0.02 % de acido de sodio en PBS 1X

Se coloca 1 2 a 2 horas o toda la noche a 4 grados centigrados.

Terminado esto se debe lavar por |10 menos 3 veces 5 min en Tween 0.05%-PBA 1X,
antes de colocar el segundo anticuerpo.

Se coloca el segundo anticuerpo de la siguiente manera:
*0.01 % de leche

* 0.05 % de Tween

* 10 ml de PBS 1X

La funcion del segundo anticuerpo es la de visualizar la reaccidn acoplada de COX; vy
ésta se puede llevar a cabo por: Peroxidasa, Fosfatasa o Quimioluminicencia.

En esta Ultima se realiza con una pelicula de rayos X para poder registrar {a reaccion.
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