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I.a autoinmunidad es una causa importante de enfermedad en los seres
humanos. Ll sindrome de Sj6gren es una enfermedad inflamatona cronica que
se caracteniza por una pérdida progresiva de la secrecion salival y lagrmal. 1.a
cepa de ratones drabéticos no obesos (NOD) es el modelo munno mas
ampliamente utilizado para ¢l estudio de esta enfermedad debido a que cl
desarrollo de la sialoadenitis esta acompafiado por una disminucion de la
respuesta secretora.

Estudios en las glandulas salivales sugicren que el 6xido nitrico podria
tener un papel en la regulacién de la secrecion salival. Por tal motivo nuestro
objetivo ¢s mnvestigar si la disfuncion secretona de los ratones NOID esta
asociada a alteraciones en la actividad de la 6x1do nitnico sintasa y su relacion
con la apancion de infiltrados linfocitanos en las glandulas o la expresion de
citoquinas en las mismas.

Los resultados expuestos mndican que las glandulas salivales de ratones
NOD presentan una menor actividad de NOS a partir de las 12 semanas
comparada con la de ratones BALB/c de la misma edad y ratones NOD de 8
semanas. La disminucion es total en el caso de las glandulas submaxilares. Tl
cfecto sobre 1a NOS coincide con una reduccion del flujo salival estimulado
por pilocarpina sola o pilocarpina y VIP. Ambos cfectos preceden al aumento
de los niveles de citoquinas promnflamatonas en las glandulas y en el sucro y a
la apanicién de infiltrados linfomononucleares en las glandulas.

Ademas los resultados apoyan la hipotests de una regulacion negativa
de la NOS por CaM Kl1, como ¢l mecanismo responsable de 1a disminucion
de la actividad observada.

Palabras claves: Autoinmunidad; NOD; Oxido nitrico sintasa; Citoquinas;
Calcio calmodulina quinasa II.



Abslrack:

Autormmunity is an important causc of discasc in human beings.
Sjogren’s syndrome 1s a chronic autormmune disorder characterized by
histological and functional alterations of exocnine glands that result 1n a severe
dryness of the mouth and the eyes. The non obese diabetic (NOIDD) mousc
model of Sjégren’s syndrome 1s the widest model used due to the fact that the
development of sialoadenitss 1s associated to a decrease of salivary secretion.

Studics 1n salivary glands suggest that nitric oxide could play a role 1n
the regulation of the salivary secretion. Our objective s to determine if the
secretory dysfunction of NOD mice 15 associated to alterations in the activity
of nitric oxide synthase and if this 1s previous to the appearance of
lymphocytic infiltrates or cytokine expression in the glands.

Our results show that the salivary glands of NOID mice present a
diminished activity of NOS compared with BALB/c of same age and NOD
mice of 8 weceks old. 'The loss of activity 1s complete 1n submandibular glands.
The effect of NOS 1s associated with a reduction of the salivary flow
stimulated by pilocarpine or pilocarpine and VIP. Both effects precede the
increase of the levels of proinflammatory cytokines in glands and serum and
the appearance of infiltrates in the glands.

In addition the results support the hypothesis of a negative regulation
of NOS by CaMKII, as the responsible mechanism for the decrease of the
activity observed.

Key words: Autoimmunity; NOD; Nitric oxide synthase; Cytokines;
Calcium calmoduline Kinase II.
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Inkroduccidn

Inf’rocyuccién

A poncipios de siglo, Paul Ehrich acufié la expresion “horror
autotoxtcus” para descnbir la capacidad del sistema inmunitario de un individuo
de reaccionar contra antigenos propios y producir una lesion tisular. Esta
observacion habia sido hecha por los inmundlogos desde el momento en que
se reconocio la especificidad del sistema inmunitario para los antigenos
extrafios. Cuando Macfarlene Bumet propuso la hipotesis de la seleccion
clonal unos 50 afios después, afiadi6 el corolano de que los clones de
linfocitos autorreactivos se eliminaban durante el desarrollo para cvitar las
reacciones inmunitaras.

La autoinmunidad, en general, resulta de un fallo o ruptura de los
mecanismos que normalmente son responsables del mantenimiento de la
autotolerancia y, en los ultimos 25 afios, se han propuesto multiples factores
que interactuan entre si y pueden combinarse en el desarrollo de estas
enfermedades. Entre los principales mecanismos efectores responsables se
cuentan los autoanticuerpos circulantes, los complejos inmunes y las células T.

La autoinmunidad es una causa importante de enfermedad en los seres
humanos. Sin embargo, el término autoinmunidad no siempre se emplea en
forma precisa, por ejemplo, al llamar autoinmunitanas a algunas enfermedades
en que la respuesta inmunitaria contra antigenos extrafios esta acompaiada
por lesion tisular. Ademas, es necesario tener en cuenta que la presencia de
anticuerpos o células T reactivas contra antigenos propios puede ser la causa y
no la consecuencia de la lesion tisular.

Las enfermedades autoinmunitanas pueden ser especificas de 6rgano o
sistémicas, en un extremo las primeras se caracterizan por las respuestas
dingidas contra antigenos de distnibucion tisular restringida, que conducen a
lesiones en determinados Organos, mientras que las sistémicas presentan
respuestas frente a antigenos ampliamente diseminados con produccion de
complejos inmunes circulantes. En la enfermedad de Hashimoto, un ejemplo
de enfermedad especifica de 6rgano, hay una lesion especifica de tiroides con
infiltracion de células mononucleates (linfocitos, macrofagos y células
plasmaticas), ademas de la produccion de anticuerpos circulantes con
especificidad absoluta para ciertos constituyentes de la glandula tiroides. En cl
otro extremo, las enfermedades autoinmunitarias sistémicas o no especificas
de 6rgano, en general pertenecen a la clase de trastornos reumaticos como por
ejemplo el lupus entematoso sistémico (LES) (Tabla 1).
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Hacia el centro del espectro se encuentran los trastornos en los cuales
las lestones tienden a estar ubicadas en un unico 6rgano, pero los anticuerpos

no son especificos del 6rgano.
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Tabla 1: Espectro de enfermedades autommunes. Esta tabla representa un ntento de englobar

las principales patologias consideradas como asociadas con laautommunidad.
Extraido de Essential Immunology, Roitt 2003,

El sindrome de Sjogren ocupa un lugar particular dentro de las
enfermedades reumaticas ya que ademas de las manifestaciones clinicas y
serologicas asoctadas con las enfermedades sistémicas, se describen trastornos
especificos de 6rgano. Los pacientes con sindrome de Sjogren presentan una
respuesta inflamatoria cronica y la funcion alterada de las glandulas salivales y

lagrimales causando sequedad en la boca (xerostomia) vy

los ojos

(keratoconjuntivitis sicca). También pueden encontrarse afectados otros

organos, dando por resultado una amplia gama de sintomas posibles.

El primer médico que enuncié su
sintomatologia fue Mikulicz en 1898, de
este modo esta condicion fue llamada
"sindrome de Mikulicz". Sin embargo, esta
enfermedad toma su nombre a partir del
Dr. Henrik Sjogren (foto 1), un oftalmologo
sueco, que estudid la asociacion de los
sintomas de la boca y los ojos secos, con la
artritis reumatoidea.

" Fowo 1: Dr

. Hennk Sjogren.
~© Foto  extraida
 del Swedish
. association
- Sjogren’s
syndrome
3
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En la actualidad se reconocen dos formas de manifestacion de esta
enfermedad:

El sindrome de Sjogren primario, caracterizado por la sequedad
de las mucosas aunque no asoctado a otras enfermedades autoinmunes, y el
sindrome de Sjogren secundario, que se diagnostica en presencia de otra
enfermedad autoinmune. Ademas de afectar las glandulas lagrimales
(dacryoadentitis) y salivales (staloadenitis) (foto 2) también puede afectar la
secrecion en otros organos, como es el caso del estobmago, el pancreas, los
intestinos, y puede causar sequedad en otras mucosas como la de la nariz, la
garganta, las vias aéreas y el tracto vaginal. Finalmente, los pacientes con
sindrome de Sjogren padecen una fatiga extrema inhabilitante que interfiere
sertamente con su vida diaria y pueden presentar trastornos nerviosos y
vasculitis, entre otras manifestaciones extraglandulares (tabla 2).

Un gran namero de
autoanticuerpos ha stdo
identificado en el sindrome de
Sjogren primario y secundario,
reflejando una activacion de células
B y una menor tolerancia en el
comportamiento de estas células
(Manthorpe, 1979; Watanabe, 1999). En
algunos casos la presencia de estos
anticuerpos esta relacionada con la

Foto 2: Paciente con Sindrome de Sjigren. Las extension y severidad de la
\s-_;!'.'mdulns s;{l_:";ﬂes ;j)tlt'}icn hmch.;u:sc en ‘cl. enfermedad. Los autoanticuerpos
sindrome de Sjogren (segun lo demostrado por las . h .
flechas). Foto extraida de Arthritis Research no especificos de organo anti-
C: ign. 5 :

PR Ro/SSA y anti-La/SSB son los que

se encuentran mejor caracterizados (Jonson, 2001). La mayoria de los sueros Ro
positivos reaccionan con una proteina de 52 kDa llamada Ro52. Esta proteina
se localiza en la membrana de las células apoptoticas que pueden ser un buen
blanco para la respuesta inmune (Ohlsson, 2002). Otros anticuerpos que se han
identificado en suero de pacientes con sindrome de Sjogren incluyen los
anticuerpos antinucleares (ANAs), los dirigidos contra anhidrasa carbonica
(Inagak, 1991; Kino-Ohsaki, 1996), subunidades proteosomales (Freist, 1999), ot-
fodrina (Haneji, 1997) y contra el receptor muscarinico M, (expresado en
glandulas salivales y lagrimales) (Bacman, 1996; Pérez Leirés, 1999).
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Subgrupo Organos Anormalidades Anormalidades Sintomas
Patoanatémicas Patofisiologicas

Enfermedades| Enfcrmedad Sialoadcenitis, Hiposalivacion, Boca scca

Exocrinas Orales exocnnas Stomatitis sicca dissalivacion

superficiales
Lnfermedad Dracoadenitss, I Tipolagnimacion, Ojos secos
Oxular exocnna keratoconjuntivitis siccal  dislacnmacion
Enfennedad Rinitis sicca Fhipo/ dis secrecion Narniz seca
Nasal exocnna
Lafermedad Lanngo-traqueitis Hipo/ dis secrecion Garganta scca,
laringeo-traqueal sicca Voz tomada,
exocnna Tos seca
Fnfermedad Faringns sicca, Hipo/ dis secrecion Garganta seca,
Faringo-esofagica esofaguins sicca dificultades para
exocnna tragar
Enfermedad Dermantis sicca Hipo/ dis sudoracion | Piel seca
Cutanea exocnna
Enfermedad Vaginitis sicca Vagina seca

Genmital exocnna

Enfermedades{ Fnfermedad Bronquitis, Obstruccion, Dispnca, tos seca

de 6rganos Pulmonar cxncrimi bronyuilitis alveolins, defectos ventitatonos)

internos mterticial reduckda capaadad de

€X0CTinos neumonins pulmonar
FEnfermedad Pancreatica Hiper ¢ Hipo Mavormente
pancreaitica amilascmia subclinicas
exocring
Enfermedad (Atrofia) gastrins Elevada dispepsia
Gastrointestinal
Exocnna
[infermedad Intersticial nefnns Efectos tubulares Mavormente
Renal exocnna subclinicas
Enfermedad Hepantis (pen) Hiperenzinemia Mavormente
Hepatobiliac colangitis subclinicas
exocnona

Tabla 2: Terminologia de las manifestaciones de enfermedades exocrinas en el smdrome de Siogren, v
su relacion con los signos v sintomatologia. Extraida de la organizacion del sindrome de Sjgren

I.a mayoria de las enfermedades autoinmunes afecta en mayor medida a
mujeres. En algunas, como es el caso del sindrome de Sjégren, esta dispanidad
es mucho mas marcada, ya que las mujeres representan alrededor del 90 por
ciento de los pacientes. (Talal, 1985; Manthorpe, 1997). El predominio de esta
enfermedad en mujeres parece estar relacionado con algunas de las
caracteristicas inmunoreguladoras de las hormonas sexuales.

Dado que, como con la mayoria de las enfermedades autoinmunes
reumaticas, la etiologia y patogénesis de este sindrome son en parte
desconocidas, no hay hasta ahora signos o sintomas especificos que se puedan
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utilizar para diagnosticarlo claramente. Sin embargo durante los ultimos 20
afios se han desarrollado varios criterios de diagnostico de esta enfermedad: el
de Copenhague (Manthorpe, 1986); el japonés (Homma, 1986); el griego (Skopouti,
1986); el Californiano-Fox (CF) (Fox, 1986), y el de la Comunidad Liconomica
Europea (CEE) (Vitali, 1994). En la actualidad los cniterios mas cominmente
utilizados son el Californiano-Fox y de la Comunidad Econémica Europea
que incluyen los test para la deteminacion del la tasa de flujo salival y ligrimal,
biopsias de glandulas saltvales menores y presencia de autoanticuerpos
especificos.

Las diferencias entre los distintos criterios utilizados para el diagnéstico
explican la carencia de un acuerdo universal en términos de conocimiento del
sindrome de Sjogren.

Hasta la fecha, el tratamiento de los pacientes con sindrome de Sjogren
sigue stendo empirico y sintomatico, dada su condicién devastadora que afecta
al paciente no solo fisicamente sino también emocional y socialmente
(Valtydottir, 2000; Strombeck, 2000).

MODELOS EXPERYTENTALES PARA ESTUDIAR EL
SINDRO/NE DE SJOGREN

Los pnmeros intentos de producir modelos animales de esta
enfermedad se realizaron en ratas, conejos y cobayos a los que se les provoco
una sialoadenitis experimental (Beutner, 1961; Chan, 1964; White, 1976; Takeda,
1983). Sin embargo, los anticuerpos contra glandulas submaxilares de un
anmimal no eran capaces de provocar una inflamacidén de las mismas en otro
(Beutner, 1961). En un modelo experimental producido en cobayos por
inoculacién de un homogenato de glandulas submaxilares emulsionado con
adyuvante de Freund completo, el 50 % de los animales mostraron una débil
inflamacioén en las glandulas (Chan, 1964). Una sialoadenitis mas severa con
inflamacién cronica peniductal con infiltrados celulares y una ocasional
pérdida de acinos se indujo también en cobayos mediante la administracion de
una mezcla de un complejo de [Fe(CO)|**, 1a vacuna de Bordetella pertussis y un
extracto salino de glandulas salivales (Whaley, 1974). Pero la mayor desventaja
de estos modelos expenmentales era que frecuentemente carecian de estudios
de los mecanismos autoinmunes basicos, como una caracterizacion de células
mononucleares en los infitrados glandulares y el estudio de autoanticuerpos.
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La informacion mas relevante proviene de la década del 80 con el
surgimiento y estudio de modelos experimentales de exocrinopatias
espontaneas autoinmunes. Cada modelo murino exhibe caracteristicas unicas
de staloadenitis y/o dacryoadenitis, que se pueden explotar para estudiar un
aspecto particular del sindrome de Sjogren. Estas caracteristicas pueden incluir
los eventos que conducen a la iniciacion de la reaccion automnmune, asi como
los mecanismos responsables de la perpetuacion del proceso autoinmune. El
conocimiento de las caracteristicas especificas de cada modelo de la
enfermedad permitira la comprension de los mecanismos que participan
desarrollo del proceso autoinmune.

Dentro de los modelos murinos mas ampliamente utilizados se
encuentran las cepas de ratones diabéticos no obesos (NOD) y la MRL/Ipr
(Leiter, 1998), también en menor medida se utiliza la F1 de un hibrido entre la

cepa New Zealand Black y New Zealand White (NZB/W) que desarrollan
espontaneamente infiltrados en las glandulas salivales y labiales.

Los fenomenos autoinmunes presentes en las glandulas salivales de
ratones NZB/W F1, pueden ser comparables con los ratones MRL/lpr. Sin
embargo, las observaciones en ratones de NZB/W se pueden comparar con
las cepas parentales NZB y NZW, para determinar los factores que
contribuyen al desarrollo de las enfermedades autoinmunes en ese modelo del
raton (van Bolkland, 2002).

RATONES DIABETICOS O OBESOS (OD)

El ratén diabético no obeso
(NOD) (figura 3) surgio originalmente
como una sublinea de los ratones ICR
(Makino, 1980) a partir de la progenie
de una hembra que desarrollo
espontaneamente  diabetes mellitus
dependiente de insulina (IDDM). La
crianza selectiva de la progenie de esta
hembra  diabética  produjo la

. Foto 3: Cepa de ratones NOD. Fotografia
obtencion de ratones NOD/Lt. extraida del laboratorio Jackson.

Originalmente se observo la presencia de infiltrados linfocitarios en el
pancreas, luego se describieron infiltrados hnfocitarios en glandulas
submaxilares (Miyagawa,1986), lagrimales y tiroides (Bernard,1992; Takahashi, 1997).
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La diabetes en ratones NOD/Lt se caracteriza por la insulitis. Una
disminucion marcada del contenido pancreatico de la insulina ocurre en
hembras alrededor de las 12 semanas de la edad y varias semanas mas tarde en
los machos. El inicio de la diabetes esta marcado por la glucosunia moderada y
por una glucosa plasmatica supenior a 250 mg/dl en condiciones sin ayuno
previo. Estas manifestaciones aparecen después de las 20 semanas
dependiendo de las condiciones ambientales (Leiter, 1998)

La incidencia de la diabetes y la sialoadenitis en hembras NOD es mas
alta que en machos, mientras que la dacryoadenitis se detectd mas
frecuentemente en machos (Pozzilli, 1993; Toda, 1999). El desarrollo de la
staloadenitis en el raton NOD es acompafiado por una disminucion de la
respuesta secretoria. Esto no se observa en la mayoria de los otros modelos
murnos para el sindrome de Sjégren, y no es debido a la pérdida de
regulacion de la glucosa de la sangre en los ratones diabéticos (Hu, 1992;
Humphreys-Beher, 1994), ya que estos dos procesos autoinmunes que conviven
en el pancreas y en las glandulas submaxilares se ha demostrado que pueden
ocurrir independientcmente en el mismo animal (Gerling, 1992; Larger, 1995;
Robinson, 1998a; Robinson, 1998b).

Pnormalidades en las ¢landulas salivales

El comienzo de una reaccion autoinmune puede ser debido a una
anormalidad en el sistema inmune y/o en el 6rgano blanco hacia el cual se
dinige esta reaccion. Se han obtenido evidencias que sugieren la existencia de
anormalidades genéticamente programadas en las glandulas exocrinas de los
ratones NOD que pueden contribuir a la iniciacion de la reaccion autoinmune.

Primero, se ha demostrado que células dendriticas se acumulan en las
glandulas submaxilares de los ratones NOD antes del desarrollo de los
infiltrados linfocitarios (van Blokland, 2000). Estas células son excelentes
presentadoras de antigeno que pueden activar linfocitos T virgenes, y se les
puede atribuir un rol en la iniciacion de la sialoadenitis (Stingl, 1995; Peters, 1996).
Sin embargo, no se observd esta acumulacion de células dendriticas en
glandulas submaxilares de ratones MRL/Ipr o controles, (van Blokland, 2000).
Tampoco fue identificada la sefial responsable de la migracion de células
dendriticas a las glandulas, pero las anormalidades metabolicas y/o del
crecimiento de las células epiteliales de las glandulas submaxilares podrian
desemperiar un papel en este proceso.

En segundo lugar, el analisis bioquimico de las muestras de saliva de
ratones NOD-scid (que catrecen de linfocitos B y T) revel6 una varacton en la
composicion proteica con respecto a los animales controles. Una isoforma
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anormal de la proteina secretoria de parotida (PSP) fue detectada en la saliva
de NOD-scid y PSP fue expresada ectopicamente en glandulas submaxilares
de NOD-scid (Robinson, 1996).

Tercero, la actividad creciente de cisteinproteasas y una elevada
expresion de metaloproteasas que degradan la matniz celular fue observada en
glandulas salivales de ratones NOD y NOD-scid (Robinson, 1997; Yamachika,
1998). Cuarto, los estudios realizados en glandulas submaxilares de ratones
NOD neonatos demostraron un aumento en la expresion de proteinas que se
relacionan con apoptosis (Fas, FasL, y Bcl-2), una disminucion en la expresion
de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, y una alteracion de la morfologia
glandular (Cha, 2001). En conjunto, estos resultados sugieren que la alteracion
de la homeostasss en las glandulas submaxilares de los ratones NOD tendria
un componente genético, y que puede contnbuir al desarrollo de la

staloadenitis desde el periodo fetal.

/Mesaismos inuoluerados e la fase efestora de los prosesos autoinmumes

Se ha propuesto que la pérdida de la funcién secretoria que acompafia
al desarrollo de la sialoadenitis de los ratones NOD es dependiente de
linfocitos, ya que no fue observada en los ratones NOD-scid (Robinson, 1996).
También se postulé un papel de los anticuerpos sénicos por medio de
observaciones realizadas en ratones NOD.Ig,™", que carecen de linfocitos B,
debido a que mantienen una normal funcién secretoria a pesar del desarrollo

de infiltrados (Robinson, 1998 b).

La inoculaciéon de suero de ratones NOD de 6 meses de edad en
ratones NOD de 6 semanas dio lugar a una disminucién de la respuesta
secretoria en los ratones aceptores (Esch, 1998). Los autoanticuerpos presentes
en el suero de los ratones NOD incluyen anticuerpos dirigidos contra tiroides,
antigenos de células pancreaticas, células epiteliales acinares y ductales de la
parotida y de glandulas submaxilares (Bernard, 1992; Humphreys-Beher; 1993;
Leiter, 1998; Yu, 2000). Un bajo potcentaje de ratones, presentan anticuerpos
contra una nbonucleoproteina SS-A/Ro de 52-kDa, sin embargo no fueron
detectados anticuerpos dirigidos contra SS-B/La (Skarstein, 1995).

En seres humanos, una forma de la proteina citoesquelética o-fodrina
de 120-kDa ha sido implicada en la patogénesis del sindrome de Sjogren
(Flaneji, 1997). Anticuerpos contra esta proteina de 120-kDa también se han
encontrado en el suero de los ratones NOD, y la presencia de estos
anticuerpos sc correlacioné con la aparicién de los infiltrados linfocitarios en
glandulas saltvales (Yanagi, 1998).
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También se ha sugerido una interaccion entre los anticuerpos y los
teceptores muscarinicos de acetilcolina M, en la fase efectora de la
staloadenitis en el raton NOD (Robinson, 1998 b). Estos autoanticuerpos anti-
receptor muscarinico M, ya habian sido descritos en el suero de pacientes con
sindrome de Sjogren (Bacman, 1996, Pérez Leirds, 1999). Los receptores
muscarinicos de acetidcolina son responsables del mantenimiento del flujo
salival y se propuso que la interaccion con estos autoanticuerpos podria
explicar la disminucion de la funcion secretornia en los NOD (Robinson, 1998 b).
De hecho, la inoculacion de anticuerpos anti-M; en NOD-scid dio lugar a una
disminucidn de la respuesta secretoria (Nguyen, 2000).

Durante la fase inicial de la sialoadenitis se postulé que la apoptosis
podria jugar un rol importante ya que se detectaron un numero creciente de
células epiteliales de glandulas submaxilares que se encuentran en estado
apoptotico en ratones NOD de 18 semanas y en ratones NOD-scid (Kong,
1998). Sin embargo, en NOD-scid no se produce una disminucién de la
respuesta secretoria, con lo cual se podria cuestionar una contribucion de la
apoptosis a esta disfuncion. En contraste con las observaciones de Kong, van
Blokland y colaboradores (2003) no han podido detectar un aumento en el
numeros de células apoptoticas en glandulas submaxilares de ratones NOD,
pero si fue observado un aumento en la expresion de Fas y FasL. Sin embargo
esta controversia también existe en la participacion de mecanismos
apoptoticos en el desarrollo del sindrome de Sjogren en los seres humanos
(Ohlsson, 2001).

La actividad de metaloproteasas se ha demostrado aumentada en saliva
y en homogenatos de glandulas salivales de NOD de 20 semanas y en ratones
NOD-scid. La expresion del ARN mensajero de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9 se encontraba elevada en glandulas par6tidas y submaxilares de
ratones NOD con respecto a los controles (Yamachika, 1998). Estas enzimas,
capaces de degradar los componentes extracelulares de la matriz, pueden
conducir a la muerte de las células epiteliales, pudiendo estar implicadas en la
fasc inicial del proceso automnmune.

Defestos ep el sistema ipawne

Los defectos en el sistema inmune de los NOD se cree que pueden
contribuir a la iniciacién de la respuesta autoinmune. En los ratones NOD se
informé que las células presentadoras de antigeno tienen menor capacidad
para estimular a las células T supresoras, mientras que conservan la capacidad
de activar a las células T autorreactivas (Serreze, 1988; Piganelli, 1998). Este
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resultado se puede relacionar con una presentacion antigénica por parte de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) dc clase II
relativamente inestable, una disminucion en la expresion de CD86 en las
células presentadoras de antigeno, una disminucién en la producciéon del
glutation intracelular y de IL-1 por los macréfagos de los NOD, o con el
metabolismo realzado de prostanoides en los macréfagos de los NOD (Serreze,
1988; Carrasco-Marin, 1996; Piganelli, 1998; Clare-Salzler, 1998). La estimulacion de los
linfocitos T con anti-CD3 da lugar a la regulacion positiva de CD28 y de
CTLA-4. Esto puede dar lugar a la incapacidad de controlar las respuestas de
células T, y aumentar la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades
automnmunes (Dahlen, 2000).

Recientemente, se informé que la produccion de citoquinas por parte
de los macrofagos peritoneales de los NOD que fueron estimulados con LPS
fue defictente. Los macrdfagos NOD estimulados con LPS produjeron niveles
mayores de I1.-12 con tespecto a los controles (Alleva, 2000). Se observé que
las células dendriticas de los NOD expuestas a diversos estimulos poseen una
hiperactivaciéon de NF-kB, dando por resultado la expresion creciente de IL-
12 (Weaver, 2001). La produccion elevada de IL-12 por células presentadoras de
antigeno en estos ratones podtia dar lugar al corrimiento de la respuesta T
hacia el fenotipo Thl observado, predisponiendo al desarrollo de la
autoinmunidad 6rgano-especifica. Ademas, se demostré que la hiperactivacion
de NF-xB da lugar a la estimulacion de la capacidad estimulante creciente de
las células T CD8" y de las células dendriticas de los ratones NOD (Poligone,
2002).

Estruetura y eomposieidn de los fosos de infiltrasion

La composicion de los infiltrados linfocitarios en glandulas
submaxilares y lagnimales de los ratones NOD posec un predominio de los
linfocitos T CD4" sobre los CD8' y sobre linfocitos B (Takahashi, 1997; Yanag;,
1997; Robinson, 1998 c).

El desarrollo de los infiltrados linfocitarios en las glandulas
submaxilares también coincide con la expresion creciente del ARN mensajero
de las citoquinas 1L-1f, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IFNy, y TNFa
(Robinson, 1998 ¢, Yanagi, 1998; Yamano, 1999). Por inmunohistoquimica también
se pudo visualizar la localizaci6n y expresion de citoquinas como IL-2, IL-10,
IFNY y TNFa en los linfocitos de los focos de infiltracion de ratones de 20
semanas, pero no de IL-4 (Yamano, 1999). Esto hallazgos concuerdan con
observaciones realizadas en pacientes con sindrome de Sjégren (Fox, 1994;
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receptor soluble de TNFa en ratones NOD dio lugar a una infiltracion
perceptiblemente mas baja de las glandulas exdcrinas, suginiendo un papel
importante de TNFa en el desarrollo de los infiltrados linfocitarios en estas
glandulas (Hunger, 1996).

En infiltrados hinfocitanos de glandulas lagrimales de ratones NOD se
detecté la expresion del ARNm de la quimioquina IP-10 (CXCL10) y de
RANTES (CCL5) a partir de las 8 semanas de edad al igual que la aparicion de
infiltrados linfocitarios (Tornwall, 1999). El tratamiento de los ratones NOD
con un anticuerpo contra RANTES a partir de la 6* hasta la 11* semana de
edad dio lugar a una reduccion significativa de la inflamacion en la glandula
lagnmal, suginendo una contnbuciéon importante de esta quimioquina al
desarrollo de la dacryoadenttss.

Sin embatgo, la expresion del ARNm de RANTES no se modifica en
glandulas submaxilares de ratones NOD o NOD-scid antes del desarrollo de
staloadenitis y si, en cambio, se observd un aumento de esta quimioquina,
MIP-1a y MCP-1 en glandulas submaxilares después del desarrollo de
infiltrados linfocitarios en ratones NOD. Estos resultados indican que
RANTES, MIP-1a y MCP-1 pueden contnbuir a la exacerbacion de la
respuesta autoinmune en glandulas submaxilares de ratones NOD.

Las anormalidades intrinsecas en las glandulas salivales de los ratones
NOD, junto con los defectos en el sistema inmune de este modelo murino,
pueden conductr a la iniciacion de la sialoadenitis. Los estudios en los ratones
derivados del NOD en los cuales las anormalidades en las glandulas salivales o
en cl sistema inmune se normalizan revelaran la contrnbucion de ambos
aspectos a la respuesta autoinmune.

RATONES MR/ lpr

Los ratones MRL/lpt surgen ornginalmente como modelo de lupus
enitematoso sistémico (SLE) (Andrews, 1978). Estos ratones nacen a partir de la
cepa de ratones MRL./n. Ambas subcepas se diferencian unicamente por la
presencia o la ausencia de la mutaciéon del gen lpr (linfoproliferacion) que
involucra el dominio extracelular del gen Fas (Watanabe-Fukunaga, 1992). La
autoinmunidad también se produce en ratones MRL/Mp, pero el inicio de las
manifestaciones de esta enfermedad es mas lento y da lugar a una forma mas
suave de la musma, indicando que la mutacion lpr acelera las causas de la
enfermedad (Theofilopoulos, 1985; Carlsten, 1990). Se observdo que posee una
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proliferacion linfoide anormal con hiperactividad de las células B, presencia de
autoanticuerpos, y complejos inmunes circulantes, conduciendo a una
glomerulonefritis por complejos inmunes. Se describié que presentan una alta
incidencia de inflamacion sinovial y pemnarticular, similares a las producidas
por la artritis reumatoide humana (Andrews, 1978; Hang, 1982). En un alto
porcentajc de los ratones se detectaron infiltrados mononucleares en las
glandulas salivales y lagrimales (Hang, 1982, Hoffman, 1984).

Una diferencia sustancial con la cepa de ratones NOD ec¢s que la
infiltracion en las glandulas salivales de los ratones MRL./lpr da lugar a la
destruccion del tejido glandular, y ésta no es acompafiada por una
disminucion en la respuesta secretoria (Hoffman, 1984).

La sialoadenitis en las glandulas submaxilares de ratones MRL/lpr se
manifiesta alrededor de los 2 meses de edad en adelante, con igual incidencia
en ambos sexos (Toda, 1999). La infiltracion se desarrolla en las glandulas
saltvales mayores (submaxilares pardtidas y sublinguales) pero en las ultimas
aparece mas tardiamente y es menos pronunciada que en glandulas
submaxilares (Jonsson, 1987). La infiltracion focal en la glandula lagrimal de los
ratones MRL/lpr es perceptible a partir del primer mes de edad en adelante, y
ocurre mas frecuentemente en las hembras (Jabs, 1991; Toda, 1999). Con lo cual,
el cuadro histopatologico de la sialoadenitis en el raton de MRL/lpr es
notablemente diferente del patron de la sialoadenitis de los ratones NOD y los
humanos (T'abla 3).

Diversas caracteristicas de los modclos murinos de sindrome de
Sjogren en ratones MRL/lpr, ratones NOD y de la enfermedad en humanos
se resumen en la tabla 3. Se puede observar que en el modelo MRI/lps, el
desarrollo de staloadenitis y dacryoadenitis se asocia a fendomenos
autoinmunes sistémicos y no es acompafiado por una disminucion en la
secrecion exocrina. El raton NOD exhibe caracteristicas de autoinmunidad
especifica de 6rgano, y los autoanticuerpos pueden contrbuir a la disminucion
del flujo salival y lagrimal.
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Caracteristicas de la sialoadenitis en ratones NOD y MLR/lpr
comparadas con el sindrome de Sjogren en humanos

Raton NOD  Pacientescon SS

Distribucion
por Sexos

Otros 6rganos
involucrados

Composicién
de los
infiltrados
linfocitarios

Autoanticuepros

Pérdida de
funcién
secretoria

Sialoadenitis F>N
Dacryoadenins [ > M

Rifidn

Glindula Tiroide:
Pancreas

Tejido nervioso
Intestino grueso
Muasculo

Glindulas SN cel T
CD+4'> cel T CD8'
>.cel B

Ant-SS-A/Ro 32 kDa

Anfi-120-kD a-fodrin
Anti-R M, muscarinicos
Anti R B-adrenérgicos
Anti-tiroide:

Anti antigenos de
células B

Si

[™>M

Rifidn

Glandula Tiroides
Piancreas

Tejido nervinso

Vasos sanguincos
Higado

Vejiga

Estomago

Sistema respiratorio
Corazon
articulaciones

Gliandulas Salivales
menores: cel T CD4*
> cel 1. CD8' > ¢cel B

Anti-8S-A/Ro 52 kDa
Anti-SS-A/Ro 60 kDa
Ab Ant-SS-B/La
Factor reumatoide
Anti-120-kDa-fodnn
Anti-R M muscarinicos

Anti-R M, muscarinicos

Si

_ Raton MRL/lpr

Staloadenitis F=M
Dacryoadenitis M> F

RindHn

Vasos sanguincos
Articulaciones

Glindulas SN ¢el T
CD4' > cel T. CDS'
:cel B

Anti-SS-A/Ro 32 kDa
Anti-SS-A/Ro 60 kDa

Factor reumatoide

Tabla 3: Comparacion de las pancipales caracteristicas entre dos de los modelos de Sindrome de Sjégren
v la enfermedad en humanos. Modificado de Pathogenesis of Sjogren’s Syndrome: Characteristics of
Different Mouse Models for Autoimmune Exocrinopathy (van Bocklands : 2002)
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ESTRUCIRA Y FUNCION DE 1pS GlfNDugs
SPUVALES

El término “glandula salival” es utilizado para referirse a cualquier
tejiddo que descarga un producto de secrecion hacia la cavidad oral (Young,
1979).

Se considera que las glandulas salivales forman parte del sistema
digestivo debido a que se encuentran asociadas a la cavidad oral y en muchos
casos elaboran las enzimas digestivas (Tandler, 2001). Sin embargo, numerosas
cvidencias demuestran que la secrecion salival posee una importancia critica
para la defensa de los tejidos blandos de la cavidad oral como también de los
dientes y de la parte supenior del tracto digestivo (Edgar, 1992; Tabak, 1995).
Ademas, también se ha sugerido que en diversas especies la secrecion salival
posee otras funciones entre las que destacan la adaptacion en la secrecion de
feromonas para atraccion sexual, la marcacion territorial, mecanismos de
defensa como la sccrecion de venenos o neutralizacién de toxinas en
alimentos, ¢l control de la flora bactertana y efectos terapéuticos como
cicatrizante (Tandler, 2001). De todos modos, la principal funcion de la saliva es
humedecer y lubricar la cavidad oral y los alimentos, iniciando su digestion.

Loealizaeion

La saliva obtenida de la cavidad bucal es una mezcla de las secreciones
de distintas glandulas salivales, entre las que se hallan las glandulas mayores
llamadas parétidas, submaxilares y sublinguales. Ademas existen las
denominadas glandulas menores que segun su localizacion son labiales,
bucales, linguales y palatinas. (Bloom,1980) (esquema 1).

Las glandulas parotidas se encuentran situadas subcutaneamente en
ambos lados de la cara, por detras de la oreja, y se extienden desde el arco
cigomatico por arriba, hasta el angulo de la mandibula por debajo. Cada una se
encuentra conectada a la cavidad bucal por un conducto parotideo o conducto
de Stenon.

Las glandulas submaxilares y sublinguales se localizan en el espacio que
se¢ encuentra entre la mandibula y los musculos que forman el piso de la boca.
Las glandulas submaxilates descargan su secrecion en el piso de la boca a
través del conducto de Wharton. A su vez, la descarga de la secrecion de las
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glandulas sublinguales se produce a través de un conducto que termina en el
conducto de Wharton de la glandula submaxilar.

glandula de hardenan

glandula lagrimal intraorbital

- ateria

;- ducto de la glandula lagrimal
1

! . _. glandula lagrimal

_____ Glandula Parétida
______ n6dulo linfatico

conducto de wharton ---- |
conducto parotideo -~ ’ i »
nervio facial =--- 7 glandula sublingual
nodulos linfaticos 7

Esquema L: Glandulas superficiales de la cabeza y el cuello (vista lateral)

Organizaeion estruetural de las glandulas salivales

Las glandulas salivales estan organizadas alrededor de un sistema de
conductos ramificados que transportan la secrecion hacia la cavidad bucal. Las
células secretorias se encuentran dispuestas en acinos alrededor de las
ramificaciones menores del sistema de conductos, formando numerosos
lobulillos individuales que pueden considerarse unidades de secrecion
(esquema 2). Cada acino esta limitado por una membrana basal definida y un
epitelio acinar que contiene dos tipos de células secretorias: las células serosas
y las células mucosas. Las glandulas parotidas, en la mayoria de las especies,
estan compuestas enteramente por acinos serosos, mientras que las
submaxilares y las sublinguales son mixtas y contienen ambos tipos celulares
aunque en distinta proporcion. En las glandulas submaxilares predominan las
células serosas mientras que en las sublinguales la proporcion es menor. (Ham,
1975)

La organizacion histologica y citologica de estas glandulas exocrinas
refleja la existencia de mecanismos para la sintesis y transporte de proteinas y
glucoproteinas, como también para el transporte de agua y electrolitos hacia la
cavidad bucal. La estructura de las células serosas es de forma piramidal
contentendo nucleos basales y limites celulares poco definidos. Su citoplasma
basal y perinuclear es baséfilo, y su citoplasma apical contiene granulos de
secrecion que varian en numero de acuerdo con el estado funcional. En un
nivel ultraestructural, las células serosas poseen caracteristicas tipicas de las
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células que producen proteinas para exportacion: un abundante reticulo
endoplasmatico (RE) rugoso y granulos de secrecion ubicados dentro de las
membranas del complejo de Golgi. En cambio, las células mucosas de las
glandulas salivales son variaciones de las células caliciformes intestinales. El
citoplasma puede estar lleno de numerosas gotas de mucigeno. Estas gotas
reaccionan intensamente con el acido peryodico del reactivo de Schiff (PAS)
ya que contienen glucoproteinas neutras. La ultraestructura de las células
mucosas muestra que la mayor parte del citoplasma supranuclear se encuentra
ocupado por gotas de secrecion que derivan del gran complejo de Golgi
supranuclear. A medida que la secrecion se acumula, las mitocondrias y el RE
rugoso quedan relegados al citoplasma lateral y basal (foto 4).

[4

Esquema 2: Glandula salival mixta
Esquema de una {19 g
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Control nervioso de la seeresion salival

En general, el sistema nervioso auténomo (SNA) regula la funcion de
las estructuras que no se encuentran bajo el control voluntario y que
funcionan fuera del nivel del conocimiento. Por lo tanto, respiracion,
circulacion, digestion, secreciones de algunas glandulas exécrinas son
reguladas en parte o por completo por el sistema nervioso auténomo. la
funcion exdécrina de las glandulas salivales consiste en dos procesos
integrados: la produccion del fluido secretado y la regulacion de la exocitosts.
Ambos procesos se encuentran bajo control del sistema nervioso auténomo.

El control del sistema nervioso autonomo a menudo comprende una
retroalimentacion negativa por fibras aferentes que llevan informacion a los
centros en el hipotalamo y la médula. Estos centros controlan el flujo del
ststema nervioso auténomo que se divide anatémicamente en dos grandes
sistemas: el sistema simpatico y el parasimpatico. Estos sistemas, en general,
tienen acciones opuestas, sin embargo, contrariamente a lo que se observa en
otros o6rganos, en las glandulas salivales de mamiferos estas dos divisiones no
actuan antagonicamente sino en forma cooperativa contnibuyendo de manera
diferenciada a la produccion de saliva (Emmelin, 1987; Garret, 1987 a y b).

El neurotransmisor principal de todas las fibras preganglionares y de las
fibras postganglionares parasimpaticas (fibras colinérgicas) es la acetilcolina.
Las fibras adrenérgicas constituyen la mayor parte de las fibras simpaticas
postganglionares. El neurotransmisor prncipal liberado en estas fibras
adrenérgicas es la noradrenalina. La noradrenalina produce sus acciones sobre
los 6rganos efectores al actuar sobre adrenorreceptores del tipo a o B. En
cambio, las terminales nerviosas de las fibras colinérgicas liberan acetilcolina
que, en los 6rganos efectores, activa receptores muscarinicos. En las glandulas
salivales de rata sc ha identificado una poblacion mayontana de receptores
muscarinicos del subtipo M,, y una minonitaria de receptores del subtipo M,
(Laniyonu, 1990; Rosignoli, 2002). De la rama simpatica del sistema nervioso
autonomo, las glandulas salivales presentan receptores adrenérgicos del

subtipo a;, a,; B,y B, (Gallacher, 1982; Soltoff, 1993).

La activacion de los receptores M, conduce a la activacion de
fosfolipasa C (Laniyonu, 1990; Dai, 1991), produccion de inositol-1, 4, 5-
trifosfato (IP,) (Hughes, 1989; Larsson, 1989), incremento en la concentracion
intracelular de calcio  (Irvine, 1985 Merntt, 1987; Nautorfte, 1987; Gray, 1988;
Menniti;, 1991), aumento de la producciéon de 6xido nitrico (Lohinai,1995; Pérez
Leirds, 1999; Rosignoli, 2002) y produccidn de GMPc (Sugiya, 1998; Michikawa, 1998;
Pérez Leirds, 2000; Rosignoli, 2002) (esquema 3).
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Foto 4: Estructura de las glandulas Salivales

A: Microscopia 6ptica. Se aprecia la morfologia de
la glaindula submailar de rata. B: Microscopia
. Optica. Se aprecia la morfologia de la glandula
. parotida de rata C: Microscopia de transmision
~ electronica. Se aprecia un conducto estriado con
una importante cantidad de mitocondrias. D:
* Microscopia de transmisién electronica. Se aprecia
un conducto intercalar de una glandula submaxilar.
" E: Micrografia de trasmision electronica de la
glandula sublingual de la rata, en donde se pone en
manifiesto granulos serosos y mucosos en el
citoplasma de sus células acinares v un abundante reticulo endoplasmatico. Fotos extraidas de la
Escuelade Medicina Dental, Universidad de Connecticut.

Por su parte, la activacion de los receptores , adrenérgicos también
lleva a la produccion de IP; con el consiguiente aumento del calcio intracelular
(Nautrofte, 1987; Brinck, 1989). En cuanto a la estimulacioén de los receptores f3-
adrenérgicos, media un aumento en los niveles intracelulares de AMPc en
glandulas parétidas de ratas (Schramm, 1970; Rosignoli, 2002). Numerosos grupos
han mostrado que esta activacion que incrementa los niveles de AMPc en
glandulas parotidas (Batzri, 1973; Butcher, 1975), produce también un aumento
del calcio intracelular (Scott, 1985; Mills, 1991; Watson, 1990).
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Esquema 3: Sefializacion intracelular de receptores muscarinicos y de VIP en glandulas
salivales.

La vision del sistema nervioso autonomo con dos neurotransmisores
principales, acetilcolina y noradrenalina, se ve profundamente modificada a
fines de la década del 70 con el descubrimiento de diversos péptidos
neurotransmisores en el sistema nervioso central. En buena parte esto es
debido al trabajo de Burnstock y sus colaboradores que en la década de 1960 y
en adelante, estudiaron la existencia de respuestas autonémicas dependientes
de otros mecanismos de transmision que no eran las clasicas vias colinérgica y
adrenénergica (Burnstock, 1986). Este fenomeno se llamo transmision no
adrenérgica no colinérgicos (NANC). Sin embargo este fenoémeno, en
realidad, ya habia sido descrito en el siglo pasado como respuestas “resistentes
a atropina” en la estimulacion parasimpatica. Estas observaciones incluyen el
incremento del flujo sanguineo en las glandulas salivales por Heidenhain en
1872 (Heidenhain, 1872) y la contraccion de la vejiga urinaria por Langley y
Anderson en 1895 (Langley, 1895) entre otros. Actualmente se reconoce que
dentro de la trasmision NANC se encuentran sustancias como purinas, ATP o
adenosina, eicosanoides y péptidos como encefalina, sustancia P,
neuropéptido Y, péptido intestinal vasoactivo (VIP) y somatostatina que son
liberados por diferentes terminaciones nerviosas junto con el neurotransmisor
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prncipal (Goodman & Gilman, 1996). Por ejemplo, el VIP se localiza de manera
selectiva en neuronas colinérgicas perféricas que inervan glandulas exocrinas,
y el neuropéptido Y se encuentra en las terminaciones nerviosas simpaticas.

Estas sustancias pueden despolanizar o hiperpolarizar a las
terminaciones nerviosas o a las células postsinapticas. Mas aun, los resultados
de estudios histoquimicos, inmunocitoquimicos y autorradiograficos han
demostrado que mas de una de estas sustancias se encuentra en las mismas
neuronas que contienen uno de los transmisores aminas clasicos (Bartfai, 1988).
Estas observaciones sugieren que, en muchos casos, la transmision sinaptica
esta mediada por la descarga de mas de un neurotransmisor.

Los estudios iniciales de Hokfelt y colaboradores (Lundberg, 1979), que
demostraron la existencia del VIP y acetilcolina en las neuronas autonémicas
peniféricas, despertaron interés por la posibilidad de cotransmision
peptidérgica en el sistema nervioso auténomo. Las investigaciones posteriores
han confirmado la relacion frecuente de estas dos sustancias en las fibras
autonomicas, incluso las parasimpaticas que inervan a los vasos sanguineos y a
las glandulas exocrinas y en las neuronas simpaticas colinérgicas que inervan a
las glandulas sudoriparas (Lindh, 1990). En el sistema donde se ha estudiado
con mayor amplitud la funcion del VIP como neurotransmisor es en la
transmision parasimpatica que regula la secrecion salival.

Seeresidn de agua y elestrolitos

En roedores las glandulas saltvales no segregan saliva en ausencia de un
estimulo secretomotor, y cuando se estimula, segregan grandes cantidades
durante un periodo corto. En 1861 Carl Ludwig reconoci6 que la secrecion no
cra un filtrado plasmatico sino que para generarla era fundamental la
induccidén de cambios celulares desencadenados por estimulacion autonémica.
Esto fue posteriormente confirmado con la demostracion que las glandulas
atsladas pueden sccretar por largos periodos, inclusive cuando las mismas no
son perfundidas por el sistema vascular (Bonting, 1980).

Tomé mas de cien afios para hacer avances significativos en la
composicion de los mecanismos que gobiemnan la secrecion del volumen
salival. En 1954 Thaysen y col (1954) demostraron que ¢l contenido de solutos
salivales aumentaba conforme a la tasa de secrecion. Sus observaciones en las
relaciones entre Na' y Cl salival y el aumento de la tasa de secrecion,
permitieron postular un modelo de secrecion compuesto por dos etapas:
Primero se formaria una saliva primaria rica en el contenido de Na" que
secundaniamente se modificaria en los conductos por medio de la reabsorcion
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de NaCl de manera analoga a la reabsorcion de glucosa observada en los
tubulos proximales renales. Thaysen extendio sus hipotests postulando que la
secrecion primarna seria, en su contenido electrolitico, 1sotonica con respecto
al plasma (constante en Na* K' y Cl), y que la estimulacion secretomotora
aumentaria la tasa de secrecion sin alterar su componente electrolitico
primario (Thaysen, 1960). También postulé que la saliva primarnia se modificaria
durante el pasaje por la seccion ductal (seccién secundaria), secretaindose K' y
reabsorbiéndose Na" a través de un epitelio ductal impermeable al agua.

Desde los ttempos de Thaysen hasta nuestros dias se han dilucidado
diversos mecanismos involucrados en la secrecion salival por medio de
técnicas de micropuncion (Martinez, 1966), confirmando el modelo de Thaysen.
Asi, se ha descrito la composicion de la saliva en dos estadios, primario
(1sotonica) y secundarnio (hipotonica).

Como se menciond anteniormente, los conductos saltvales tienen la
capacidad de modificar la secrecion salival aportando componentes proteicos
a la saliva final o modificando el contenido y nivel electrolitico salival. Son los
conductos contorneados granulares los responsables de la secrecion de la
mayor parte del contenido proteico presente en la saliva, y los conductos
estriados los mas relevantes en la reabsorcidon e intercambio electrolitico
involucrado en la formacion de la saliva final hipotonica (saliva secundana).

Acetilcolina, VIP y noradrenalina son los principales transmisores del
sistema secretormnotor autonomo de agua y electrolitos a través de la activacion

de receptores muscarinicos de acetilcolina M,, de VIP, VPAC, VPAC, y a,
adrenérgicos, respectivamente (Tumer, 1990; Dai, 1991; Quissell, 1992). Es
importante destacar que en humanos el tono basal de las glandulas ex6crinas
es parasimpatico, es decir que acetilcolina y VIP son los principales
responsables de la secrecion basal de saliva y, de hecho, la terapéutica
farmacologica empleada en pacientes con xerostomia se basa en drogas
agonistas de receptores muscarinicos (Fox, 2001; Scully, 2003; Taylor, 2003).

Seeresidn proteiea

Muchas proteinas son sintetizadas en los acinos glandulares y volcadas a
la saliva aunque algunas proteinas y esteroides entran a la saliva a través de la
ruta transepitelial. También se destacan una serie de proteinas que son
sintetizadas y excretadas a la saliva desde las células ductales, entre las cuales
se encuentra el factor de crecimiento nervioso (NGF), enzimas digestivas

como la mnbonucleasa y a-amilasa y vanas proteasas (incluyendo
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entecroproteasas homeostaticas como calicreina y tonina). Los conductos
también sintetizan una serie de péptidos regulatorios como glucagon y
somatostatina. la secrecion proteica es activada principalmente por
noradrenalina y VIP (Evans, 1996; Hodges, 1997).

BIOSINTESIS DEL_ 6XIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO) se piensa que puede ser una de las moléculas mas
antiguas en la Tierra, presente ya en la primitiva atmosfera del planeta
(Moncada, 1993). Hasta hace poco tiempo, el NO, un 6xido de nitrégeno toxico
producido por los motores de combustion interna y las centrales eléctricas, era
considerado solamente como una causa de la lluvia acida y de la
contaminacion atmosférica. El cientifico belga Jan Baptista van [Helmont
(1577-1644), conocido mas extensamente por su descubnimiento del diéxido
de carbono, puede ser acreditado como la primera persona en sintetizar NO
cn el laboratonio alrededor del 1610, experimento realizado para explicar la
accion de la polvora por la teoria de la expansion gaseosa.(Brennan, 2003).

Los efectos del NO como un agente bactericida fueron investigados en
los afios 80, pero no fue sino hasta 1987 que el NO fue descubterto como el
producto quimico responsable de las acciones del factor relajante denivado del
endotelio (EDRF) (Palmer, 1987; Ignarro, 1987). En reconocimiento de este
hallazgo, se han concedido dos premios Nobel de Medicina a investigadores
en el campo del NO y también fue nombrada molécula del afio por la revista
Science en 1992.

Aunque los trabajos iniciales se concentraron en su papel en la
regulacion del tono vascular, pronto se observé que el NO tenia una ampha
gama y una divergencia de acciones fisiologicas y patologicas. Muchos de estos
procesos todavia no se han comprendido en su totalidad. Diversas
especialidades de la medicina y de la ciencia estan implicadas ahora en la
investigacion del NO, implicado en vanas condiciones médicas que incluyen
desde el shock séptico a la impotencia (tabla 4).
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Enfermedades y condiciones que se asocian con una
alteracion en la produccion de 6xido nitrico.

Hipertension e hipotension Fallo renal

Enfermedades tromboticas Deficiencia inmune

Shock séptico Encefalopatia inducida por HIV
Broncoespasmo Impotencia

Hipertension pulmonar Depresion

Tabla 4: Enfermedades asociadas con una alteracion en la produccion de NO

La sintesis del NO es catalizada por la enzima oxido nitrico sintasa
(NOS), que utiliza al O, como co-sustrato para dar como productos finales
NO y citrulina. El primer paso en la biosintests del NO es la hidroxilacion del
nitrogeno de grupos guanidinio de la L-arginina. En este proceso se incorpora
oxigeno molecular y se produce NO y citrulina en cantidades equimolares. La
reaccion es una oxidacion por cinco electrones y requiere de un nimero de
cofactores relativamente alto: calcio, calmodulina (CaM), tetrahidrobiopterina
(BH,), FAD, FMN y un grupo hemo (Knowles, 1994; Marletta, 1994; Nathan; 1994).
Es relevante remarcar que el producto secundario de la reaccion, la citrulina,
es reciclada nuevamente a L-arginina, tan solo incorporando un nitrogeno,
muy posiblemente a través de la formacion del acido L-arginmnosuccinico
(Hecker, 1990). Este ciclo de la urea modificado tiene dos funciones, un rol
secretorio para regenerar la L-arginina para la sintesis de NO y un rol
excretorio para eliminar los excesos de nitrogeno generados por el
metabolismos celular (Anggird, 1994). La reaccion de sintests de 6xido nitrico
procede entonces como una oxidacion secuencial de L-arginina (Kerwin, 1995)
(esquema 3).

H.N ' NH, H.N~N—OH Oy NH,
NH ; NH
1 NADPH NH 0.5 NADPH
2 o,
H,N " coo HN->coo H.N COO
Arginina N-Hidroxiarginina Citrulina Oxido

Nitrico

Esquema 4: Sintesis del 6xido nitrico

Hasta el momento se han identificado tres 1soformas de la NOS. Estas
fueron llamadas 1soforma neural (nNOS, NOS I, NOS-1) cuya localizacion es
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predominantemente en tejido nervioso, la 1soforma inducible (INOS, NOS 11,
NOS-2) detectada luego de la estimulacion por diversos factores en una
amplia variedad de células y tejidos y la 1soforma endotelial (eNOS, NOS 111,
NOS-3) que se localiza mayortariamente en células de tejido endotelial. Estas
isoformas, han sido en el pasado diferenciadas sobre la base de su expresion
constitutiva (NOS IIT y NOS T) versus su expresion inducible (NOS 1II). Sin
embargo la deteccion de NOS 11 en tejidos en condiciones basales asi como la
regulacion de la expresion de las 1soformas “constitutivas” ante diversos
estimulos sugieren que la identificacion NOS I, II y III es mas adecuada que
las notactones referidas a localizacion o expresion.

Estruetura y funeion de las isoformas de NOS

Existen tres genes distintos de copia simple para las 1soformas NOS 1,
IT y III en el genoma haplotde humano. Los genes de la NOS tienen entre un
51 y un 57 % de homologia en su estructura genoémica, lo que sugiere que
provienen de un gen NOS ancestral comun (Alderton, 2001).

Las NOS estan formadas por dos homodimeros y cada polipéptido de
NOS comprende dos dominios. Un dominio oxigenasa N-terminal y un
dominio reductasa C-terminal, con un sitio de reconocimiento para CaM que
se encuentra localizado entre los dos dominios (McMillan, 1995; Richards, 1994;
Ghosh, 1995). En el dominio oxigenasa se halla parte del sitio de union de la
CaM, el sitio de uniéon del grupo hemo y BH,, y en el dominio reductasa se
encuentran los dominios de union de FMN, FAD y NADPH.

NOS I

CaMm S
NH, f.?i . —--~-~LFMN, [ram NADPH |-COOH

1433
E
w
Q.

NOS III
-«._—— mu, mnl——{ FAD  NADPH —COOH

1353

... €200 S NOS II
NH, FMN-FMN—{ FAD  NADPH |[-COOH

18 504 537 587 716 1203

......

Myr

interfase 'urrf ase
dimenzacion dumerizacion

Dominio Oxigenasa Dominio Reductasa

Esquema 5:Estructura de los dominios de NOS I, NOS 1T, NOS TII. Modificado de Alderton, 2001.
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El NO es sintctizado en un gran numero de tejidos y participa ¢n una
variedad de funciones. La regulacion de la actividad de NOS para que el NO
desempefie esta variedad de funciones es compleja. La expresion, localizacion
intracelular y actividad de las isoformas de NOS en células y tejidos pueden
ser reguladas a nivel transcripcional (Forstermann, 1998; Geller, 1998) y post-
traduccional. En la tabla se resume la informacién sobre esta regulacion por
interacciones  proteina-proteina, splicing alternativo de ARNm vy
modificaciones covalentes.

Regulacion de la expresion, localizacién y actividad de las

isoformas de NOS

Tipo de regulacion NOS I NOS 111 NOS I1
“splicing”alternativg Si No descrito Si
de RNAm
Interacciones CaM/Ca2+, CaM/Ca2+, CaM/Ca.,,
Proteina-proteina dommios PDZ | caveolin-1 vy -3,

PIN, caveohn-1] ENAP-1

Hsp90 Hsp90
Modificaciones Fosfornlacion Minstotlacion, | No descrito
Covalentes Palmitoilacion,

Fosfortlacion

Tabla 6: Regulacion de los mecanismos de las isoformas de NOS
Inhibieién de la aetividad de NOS

Existe una variedad muy amplia de inhibidores de NOS que son usados
como herramientas en bioquimica y farmacologia. De éstos los mas
extensamente usados son N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N€-nitro-L-
arginina-metil-ester (L-NAME), y aminoguanidina. La tabla 6 demuestra la

potencia relativa de algunas de estas drogas para inhibir la actividad de las tres
tsoformas de 1a NOS.

I.a mayoria dec los inhibidores identificados hasta ahora son
competitivos con el sustrato L-arginina. También se ha descrito que su forma
de acci6n depende de las condiciones in vivo o in vitro, asi como del tempo de
incubacion y el mecanismo de inhibicion. Es frecuente que posean una
dependencia con el tiempo para la inhibicion de las diferentes 1soformas de la
NOS (Bryk, 1999). Por ejemplo, la preincubacion del inhibidor con la enzima y
los sustratos (Ej. 15 minutos) da una prediccion mucho mejor de la eficacia y
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de la selectividad en tejidos intactos e 7z rivo. Sin la preincubacion, puede
conducir a una subestimacion muy significativa de la potencia de los
inhibidores de inicio lento. Puesto que los tiempos de la exposicion iz vivo en
uso experimental o clinico probablemente serian de 30 minutos es crucial
determinar la dependencia del tiempo para predecir la potencia y selectividad
de los inhibidores (Alderton, 2001).

En la basqueda de inhibidores selectivos de NOS 1 (Babu, 1998), se han
descrito algunos aminoacidos que son parcialmente selectivos para los NOS 1
respecto de NOS 1II y NOS II. Por ejemplo, el S-etilo, S-metil-l-thiocitrullina
(Furfine, 1994; Narayanan, 1995) y vinil-1-NIO (Babu, 1998) presentan un tipo de
inhibicion dependiente del tiempo, con una selectividad significativa para
NOS 1 frente a las enzimas purificadas NOS I y NOS I1. Sin embargo, tanto
S-etlo como S-meti-l-thiocitrullina poseen menor selectividad en
expernimentos 7# vro en tejidos enteros de rata, planteando preguntas sobre su
utilidad como herramientas farmacoldgicas. (Furfine, 1994; Narayanan, 1995; Babu,
1998). Otro que se ha usado como inhibidor de la NOS 1 es el compuesto 7-
nitroindazole (7-NI) debido a que este compuesto inhibe algunos procesos
asoctados a la 1soforma neural sin causar aumento de la presion arterial (un
efecto biologico atribuido a la isoforma endotelial). Sin embargo no se debe
describir como inhibidor selectivo de la NOS 1 ya que en presencia de la
enzima purificada no se pudo demostrar ninguna selectividad frente a las otras
isoformas (Handy, 1998).

IC50 (uM)
Inhibidor| NOSII NOSI NOSIII
L-NNA 3.1 0.29 0.35
L-NMMA | 66 4.9 3.5
7-NI1 9.7 8.3 11.8
Amino-
guanidina 31 170 330
GW273629 | 8.0 1000 78
GW274150 | 1.4 145 406

Tabla 6: Selectividad de los inhibidores de NOS. La ICs se definc comiunmente
como la concentracion de 1a droga en la cual la respuesta ha disminuido hasta el 50% de

la respucsta total.

El mecanismo de accion de los inhibidores de 1a NOS 11 se basa en el
requerimiento de la enzima activa y del sustrato NADPH permitiendo que la
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inhibicién proceda por un atascamiento relativamente débil de la enzima. El
inhibidor mas ampliamente usado es la aminoguanidina, sin embargo no se
debe describir como inhibidor selectivo (Misko, 1993; Wolff, 1995; Bryk, 1999) ya
que esta droga tiene selectividad parcial para la NOS II respecto de la NOS
I1I, y la selectvidad es minima para la NOS 1. Mas aun, hay que tener en
cuenta que la aminoguanidina posee una amplia gama de otros efectos, como
por ejemplo, inhibe la formacion del producto final de glucosilacion de la
diamina oxidasa, el metabolismo de poliaminas (Bieganski, 1983; Seiler, 1985;
Nilsson, 1996) y de la catalasa (Ou, 1994) y también tiene efectos antioxidantes
(Giardino, 1998; Yildiz,, 1998). Otros inhibidores de la NOS II utilizados son los
derivados de las acetamidinas como el N*-iminoethyl-L-orithine (L-N10O), el
de N(’-iminoethyl—b-lisina (L-NIL) (McCall, 1991; Wolff, 1995; Garvey, 1997; Grant,,
1998), GW273629 y GW274150 (Alderton, 2000; Knowles, 2000). E1 GW273629 y
GW274150 son los dos ultimos inhibidores que se han identificado derivados
de una sente de aminoacidos de acetamidina. Poseen un grado muy alto de
selectividad para la NOS 11 con respecto a NOS 111 y NOS 1 (Young, 2000).
Ambos son aminoacidos sustituidos en el sulfuro de la acetamudina que
compite con la L-arginina.

Regulacion de la biosintesis de oxido pitrieo
Regulaeion de la loealizasion de las isoformas de NOS

[Niristoilasién, palmitoilasion

La NOS III es la unica 1soforma que posce como modificaciones
postraduccionales la munstotlacion y la palmitotlacion (Liu, 1995). Estas
modificaciones redundan en la localizacién de la enzima predominantemente
asociada a la membrana plasmatica, pero no suponen cambios significativos
en la actividad de la enzima.

Caveolina

Los dominios oxigenasa de la tres 1soformas de la NOS contienen
motivos de union a las caveolinas, que son una familia de proteinas que se
encuentran implicadas en una vanedad de funciones celulares que incluyen
eventos de transduccién de sefiales. La caveolina-1 sc puede unir a la NOS II1
y la caveolina-3 se une a la 1soforma neural inhibiendo la sintesis de NO y esta
inhibicién es reversible por Ca’*/CaM (Venema, 1997).

Ademas, los 220 aminoacidos de la region N-terminal de la NOS I
contienen el dominio PDZ. La asociacion de 1a NOS 1 a la membrana de las
28



Inkroduccién

neuronas se realiza por este dominio (Brenman, 1996). A su vez, el dominio
PDZ de la 1soforma neural puede interaccionar con el C-terminal de los
receptores  N-metil-D-aspartato (NMDA) (Christopherson, 1999).  Las
consecuencias biologicas de esta interaccion no se conocen bien ain.

Regulaeion de la aetividad de NOS

Se han descnito diversos mecanismos de regulacion de la actividad de la
oxido nitrico sintasa que incluyen el control a nivel transcripcional, post-
transcripcional y post-traduccional.

El aumento de los niveles transcripcionales de la isoforma NOS 11 es el
que se encuentra mas amplitamente estudiado, en los cuales se incluye la

estimulacion de macrofagos murinos por LPS e Interferon y (Xie, 1992; Xie,
1993; Lorsbarch, 1993). También sc ha descripto un control transcripcional de
una 1soforma sobre otra, por ejemplo, en muasculo esquelético de cobayos y en
cerebro de rata después del tratamiento iz vivo con LPS o Interferon y se
observa la regulacion negativa de la expresion del ARN mensajero de NOS 1
(Bandyopadhyay, 1997).

Controles post-transcripcionales de NOS 11 se han observado en

macrofagos murinos que fueron tratados con TGF-f. Dicho tratamiento
desestabiliza al ARN mensajero de la NOS I1 por lo cual decrece su
traduccion (Vodovotz, 1993).

Entre los mecanismos de control post-traduccional de la biosintesis de
oxido nitrico vale destacar la estabilidad de la proteina, la disponibilidad y
union de sustratos y cofactores y la fosforlacion que se describen mas
adelante.

Por dltimo se informd sobre la regulacion de la actividad de la 6xido
nitrico sintasa por un inhibidor proteico (PIN) en la region N-terminal de la
NOS I que contiene un sitio de unidon para la proteina PIN (Jaffrey, 1996).S1n
embargo la nformacion es contradictona en cuanto a la capacidad de csta
proteina para inhibir la actividad de NOS. Los primeros trabajos sobre esta
proteina indicaban que unicamente NOS [ se encontraba asoctada a PIN y
que PIN era capaz de desestabilizar la estructura diménca de NOS 1
(Jaffrey,1996). Sin embargo, recientemente se indicé que PIN no inhibe la NOS
I promoviendo su monomerizacion (Rodriguez-Crespo,1998) y se le atnibuye un
rol en el transporte axonal de la NOS T mas que como regulador de 1a misma
(Hemmens,1998; Rodriguez-Crespo,1998).
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Disponibilidad de Sustratos y Cofastores

Durante la sintesis del NO la flavin reductasa adquiere electrones del
NADPH y los transfiere al hierro del grupo hemo, lo cual permite la union y
activacion del O, y asi catalizar la sintesis del NO (McMillan, 1995). En la NOS
III y la NOS 1, la transfetencia de electrones del flavin al grupo hemo es
gatillada por la unién de la CaM, que explica la dependencia de Ca>* y CaM en
la sintesis de NO por estas 1soenzimas. En la NOS 11 de raton la unién de
CaM es csencialmente irreversible (Cho, 1992), esto es consistente con el hecho
que la NOS ]I se encuentra constantemente activa una vez que es sintetizada.

Por otra parte la disponiblidad de sustrato L-arginina puede disminuir
por dos mecanismos la actividad de NOS. Estos mecanismos son la reduccion
de la captacion de la arginina por el tejido (Wu, 1998), y el aumento de la
actividad de arginasa, una enzima que utiliza la L-arginina para dar L-omitina y
urea (Strayer, 2004).

La arginasa clasicamente es considerada una enzima del ciclo de la urea
en el higado, pero también se encuentra presente en otros tejidos que no
expresan el ciclo completo de la urea como es el caso del pulmon (Que, 1998;
Wu, 1998). La funcion biologica de la arginasa extrahepatica no es del todo
conocida, pero se encuentra implicada en la regulacion de la sintesis de 6xido
nitrico y ¢l crecimiento celular en condiciones inflamatonas. Por ejemplo, en
macrofagos activados la arginasa limita la utiizacion de L-arginina por NOS
11, inhibtendo la citotoxicidad (Boucher, 1999; Wu, 1998; Hey, 1997).

La expresion de la arginasa de tipo I, una de las dos isoformas
existentes, es aumentada por las citoquinas derivadas de células Th, como son
1L-4, 1L-10 e IL-13, como también por estimulos que puedan elevar los
niveles de AMPc como son las prostaglandinas E, (Modollel, 1995; Wei, 2000),
que se encuentran involucradas en la inflamacién de las vias respiratonas en el
asma.

Ademas, el producto dc la arginasa L.-oninitina inhibe el transporte de la
L-arginina y la actividad de NOS parece ser mas sensible a la disponiblilidad
reducida de sustrato que la argninasa (Hammermann, 1999).

Fosforilacién

Se ha demostrado que la fosfornlacién ejerce un efecto en la actividad
de las 1soformas NOS 1 y NOS III. Recientemente algunos laboratorios han
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identificado dos sitios especificos de fosforilacion de la NOS I11: 1a treonina-
497 en la secuencia bovina y la serina-1179. En estudios en un modelo de
estrés mecanico se observaron incrementos en la fosfonlacion de NOS 111 y
un aumento en la actividad independiente de calcio (Corson, 1996; Fisslthaler,
2000). Otros estudios en este sistema muestran que la NOS 111 es fosfonlada
por la proteina quinasa Akt (Dimmeler, 1999; Fulton, 1999). Asimismo en
diversos sistemas donde la NOS IIT juega un rol preponderante, se ha
probado que para su fosforlacion interviene el sistema de fosfatidilinositol 3-
quinasa/Akt produciendo un incremento en el NO sin incremento de las
concentraciones de calcio intracelular (McCabe, 2000; Haynes, 2003; Peng, 2003).

En contraste, la fosforlacitéon de NOS I conduce en la mayor parte de
los tejidos estudiados a una disminucion en la actividad de la enzima
(Brune,1991; Bredt., 1992; Hagashi, 1999). Estos autores han observado una
regulacion negativa de la actividad de NOS por fosfonlacion via proteina
quinasa A (PKA), C (PKC) y quinasa dependiente de Ca’’-Calmodulina
(CaMK). St bien existe bastante controversia sobre cual o cuales quinasas
interviencn en la regulacion, recientemente se ha demostrado en cultivos de
células de cerebelo y en hipocampo que la fosfonlacion de NOS I por CaMK
IT tendria un papel clave y se ha identificado el residuo Ser 847 como el que
estaria implicado en este efecto (Nakane, 1991; Hayashi, 1999;. Komeima, 2000;
Krainock, 2001; Osuka, 2002) En el caso particular de las glandulas salivales es
muy poca la informacion disponible en cuanto a regulacién de la actividad de
NOS por fosforilacion, al respecto hemos descripto recientemente una
regulacion negativa de la actividad de NOS por PKC en glandulas
submaxilares (Pérez Leirds, 2000) y parotidas (Rosignoli, 2002b) de rata.

PARTICIPACION DEL GXIDO NFIRICO EN LA SECREQION

Uno de los principales blancos del NO es el grupo hemo de las guanilil
ciclasas solubles, al cual se unen activando la sintesis de GMP ciclico (GMPc)
que puede actuar en numerosos blancos celulares incluyendo los canales
1onicos activados por GMPc, fosfodiesterasas dependientes de GMPc (PDE)
y proteinas quinasas dependientes de GMPc (PKG) (Schmidt, 1993). Otro
mecanismo por el que puede actuar el NO es la modulacion de la actividad de
las proteinas por nitrosidacion directa de residuos de tirosina (Stoyanovsky,
1997).

Estudios de inmunohistoquimica han mostrado la presencia de 6xido
nitrico sintasa en las fibras nerviosas que inervan las glandulas salivales. 1.a
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NOS se localiza en fibras nerviosas altrededor de los acinos de glandulas
salivales parétidas y submaxilares de rata, concejo, hurones, gatos (Lohinai, 1995;
Lomniczi, 1998; Soinila, 1996; Alm, 1997; Takai, 1999) asi como en acinos de
glandulas salivales labiales humanas (Pedersen, 2000, ) y en glandulas lagnmales
de gatos (Cheng, 2001). Otra fuente de NO en las glandulas salivales son los
vasos sanguineos, y capilares (Xu, 1997) y en trabajos recientes se informo
sobre la sintests de NO y expresion de NOS en células acinares, aunque los
resultados son contradictonos (Xu, 1997; Tritsaris, 2000; Looms, 2000; Sugiya, 2001;
Looms, 2002). Tomadas en conjunto estas observaciones sugieren que ¢l NO
podria tener un papel en la regulacion de la secrecion salival.

Sintesis de 6xido pitrieo en asinos

Looms y colaboradores han demostrado que en células actnares aisladas
de parotida y lagnmales de rata, asi como en células acinares labrales humanas
existe un proceso endogeno de sintests de NOS utihizando un indicador de
NO fluorescente como es el DAF-2 (Tritsaris, 2000; Looms, 2000; Looms, 2002).
Asimismo, cuando se esttmula con noradrenalina se observan incrementos en
la produccion de NO, semejantes a los incrementos del calcio intracelular
(Looms, 2000). Mientras que la estimulacion con acetilcolina no induce
aumentos similares en la produccion de NO; sin embargo, induce rapidamente
la liberacién de calcio. Del mismo modo, el agregado de un 1onéforo de calcio
como la 1onomicina resulta en un aumento en la concentracion de calcio pero
no en un fuerte aumento en la sintests de NO, inversamente a lo que ocurre
con la estimulacién con noradrenalina. Basados en estas cvidencias, Looms y
colaboradores concluyen que la movilizacion de calcio no parece ser la tnica
sefial para la produccién endogena de NO sino que participarian otros
mediadores asociados a la estimulacion de determinados receptores (Looms,
2002). Sin embargo, recientemente se ha cuestionado la utilizacion del DAF-2
ya que en condiciones experimentales en que se producen cambios en la
concentracion de calcio, el fluoroforo también es sensible al calcio. Incluso,
los experimentos en los que se emplea DAF-2 poseen otras vanables como la
cantidad de fluorocromo incorporado por las células y el grado de hidrélists
de los enlaces de este componente (Broillet, 2001)

Los resultados obtenidos al estudiar en distintas especies las vias de
sefializacion que involucran a la NOS en la secrecion exdcnna muestran
discrepancias si se trabaja con células acinares o glandulas enteras, y en
parotida de rata o de conejo. Sugiya y colaboradores encuentran que la
actividad de NOS en parotida de conejo es activada por un agonista
muscarinico colinérgico, metacolina, pero no por isoproterenol. Sin embargo
la activac1on de 1a NOS por metacolina puede ser imitada por el agregado de
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un ronoforo de calcio y es dependiente de la movilizacion del mismo (Sugiya,
2001). Asimismo, la estimulaciton de NOS con otro agonista muscatinico
colinérgico como es el catbacol, en glandulas submaxilares de rata, depende de
la activacion de fosfolipasa C y de la movilizacion de calcio (Pérez Leirds, 2000).

Oxido pitrieo sintasa y papel del NO ep @lindulas salivales

La purnificacion parcial de NOS a partir de acinos de parotida de rata
muestra que la enzima puecde activarse de manera dependiente de calcio y
calmodulina (Mitsui, 2000). Observando la expresion de las 1soformas de NOS
en acinos, aproximadamente el 74 % de la actividad total se encuentra en la
fraccion citosoOlica de glandulas parotidas de rata. Analisis por western blot
realizados en la fraccion citosolica revelan que la proteina de 165-KDa
reacciona con un anticuerpo contra NOS 1 (Mitsui, 2000). En forma similar,
una proteina citosolica de 160 KDa de parétida de conejo también reacciona
con anticuerpos para NOS 1 (Sugiya, 2001). En contraste, se encontraron bajos
niveles de expresion de NOS I en el citosol de acinos submaxilares, aunque en
estos su expresion era mayor en la periferia debajo de la membrana plasmatica
(Xu, 1997).

El NO que se halla en los acinos de parotida puede derivar de varos
tipos celulares como las fibras nerviosas preacinares o del tejido vascular, o
puede ser sintetizado en los mismos acinos después de la estimulacion de
ciertos receptores. Cuando los acinos de las parotidas son estimulados con un
dador de NO como es el nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP), éstos
responden con un incremento de los niveles de calcio intracelular (Looms,
2001). Sin embargo, no esta claro aun si1 el NO regula la secrecion en las
glandulas salivales por otros mecanismos ademas de la modulacion del calcio
intracelular. Otros estudios implican al NO en la regulacién secretoria, por
ejemplo, utilizando un inhibidor de la sintesis dec NO como es el L-NAME se
observo una reduccion en el contenido proteico y el flujo de la saliva inductdo
por un estimulo parasimpatico en las glandulas salivales de rata, gato y hurén
(Fdwards, 1996; Tobin, 1997; Takai, 1999; Lomnizci, 1998). Del mismo modo, la
inhibicion de NOS con L-NAME o aminoguanidina redujo la secrecion
esttmulada por sustancia P y LPS en ratas (Lomniczi, 1998). Sin embargo, hay
cierta controversia acerca de s1 el NO induce la secrecion por estimulacion
simpatica.

La expresion de NOS no es detectable en fibras nerviosas simpaticas
mientras que es abundante en las fibras nerviosas parasimpaticas y sensomnales
de las glandulas salivales (Soinila, 1996; Alm 1997; Takai, 1999; Cheng, 2001), y se
demostto que el L-NAME no afectd la secrecion inducida por el estimulo
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simpatico de la glandula submandibular de la rata (Takai, 1999). No obstante, la
admunistracion de L-NAME caus6 una reduccion en la secrecion proteica de
las glandulas parotidas de ovejas anestesiadas. Esta reduccion asciende al 63%
durante el estimulo simpatico, y al 92% durante el estimulo parasimpatico
mientras que la combinacion de ambos estimulos produce una reduccion del
60% (Hanna, 1998).

En este contexto, vale mencionar que la secrecion proteica inducida por
VIP esta mediada por NO en la glandula submaxilar del gato (Buckle, 1995). El
VIP es un neuropéptido que activa la sintests del AMPc en las glandulas
salivales y lagnimales (Dartt, 1984; Tumner, 1990) y también refuerza la secrecion
inducida por otros receptores en glandulas salivales (Lundberg, 1980; Dartt, 1984).
Dado que la sintesis del AMPc también es activada por el estimulo -
adrenergico, se ha propuesto que el VIP activaria la NOS por el mismo
mecanismo que el estimulo B-adrenergico. Recientemente se decribié que la
induccidon de la secrecion estimulada por VIP en glandulas submaxilares y
pancreas podria estar mediada por el NO, 1a regulacién del calcio intracelular
y un acople altenado del receptor de VIP con Gi y Gs, entre otros
mecanismos (Luo, 1999).
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Hipéfesis Y oI?jefivos

Hipotesis:

La actividad de la sintasa de 6xido nitnico participa en la disfuncion
secretona de los ratones NOD en etapas previas a la aparncion de infiltrados
en las glandulas y al aumento de la respuesta Th,.

Objetivos generales:

Determinar la actividad de NOS en glandulas salivales de ratones NOD
durante ¢l desarrollo de la disfuncion secretona y en relacion al inicio de la
respuesta autoinmume.

Objetivos especificos:

e Investigar la participacion de la via L-arginina/NO/GMPc en las
glandulas submaxilares y parotidas de los ratones NOD.

e Investigar posibles mecanismos de regulacion de la biosintests de
NO en las glandulas salivales.

e Investigar s1 existe asociacion entre la presencia de infiltrados, el
desbalance de citoquinas Th,/Th, y la actividad de la NOS o la
sefializacion mediada por NO.
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(Haferiales Y (Fisfodos

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa NOD (diabéticos no obesos) y como
controles ratones BALLB/c del mismo sexo y edad. lLos animales fueron
criados en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires y mantenidos con ciclos de luz y oscundad.

Todos los experimentos se realizaron con los animales ayunados por
18 horas siguiendo protocolos estindares establecidos por el Comité de Etica
y Cuidado de Animales de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Atires.

En la mayor parte de los experimentos se emplearon ratones hembras
de 12 a 16 semanas de edad. Sin embargo, ratones NOD de ambos sexos y de
edades comprendidas entre 10 y 26 semanas y BALB/c de la misma edad y
sexo se emplearon para investigar la apancion de infiltrados de células
linfomononucleares en las glandulas, niveles de citoquinas en suero y tejidos,
signos de disfuncion secretoria y alteraciones en los mecanismos de
transduccion de sefiales asociados a la secrecion en el curso de la enfermedad
asi como su incidencia en machos y hembras.

Estudios histdlogos

Se realizaron distintas tinciones para los estudios histologicos de las
glandulas salivales de ratones NOD y BALB/c en los que se investigo la
morfologia, la proporcion y estructura de acinos y ductos, y la presencia de
células inmunes.

Las glandulas submaxilares y parétidas de ratones NOD y BALB/c
fueron fijadas en una solucion de paraformadchido al 4% en PBS por 24 h a
temperatura ambiente. Luego de la fijacion se procedid a la deshidratacion del
tejido pasandolo por soluciones de diferente concentracion de etanol y xilol.
Posteriormente, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 8-10
pm con un microtomo y se montaron sobre portaobjetos. Se realizo la
coloracion topografica de hematoxilina y eosina.
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Determinaeion de la eoneentracion sériea de glueosa

Se midi6 de rutina la concentracion de glucosa en el suero de los
ratones NOD y BALB/c por el método de glucosa oxidasa. La enzima
glucosa oxidasa oxida la glucosa a acido gluconico y agua oxigenada que, en
presencia de peroxidasa, produce la reaccion oxidativa del fenol con la 4-
aminofenazona dando lugar a un cromoégeno de color rojo cereza. Las
muestras de sangre se obtuvieron por sangrado retro-orbital y se separd el
suero en una microcentrifuga a 900 g durante 5 min. Se tomaron 20 pl de
suero y 2 ml del reactivo de trabajo que contiene las enzimas glucosa oxidasa
(> 3000 U/1) y peroxidasa (>400 U/I), fenol 2,75 mM, y la 4-aminofenazona
1,25 mM en buffer Tris 46 mM, pH 7,4. (Wiener, Argentina) Se incubo la
mezcla durante 10 min a 37 °C y posteriormente se determiné la absorbancia a
505 nm en un espectrofotometro Beckman.

Con el objeto de monitorear el inicio de la diabetes en ratones
NOD/Lt en nuestro bioterio se determinaron los niveles séricos de glucosa
en los mismos y en controles BALB/c.
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Grifico 1: niveles de glucosa en sangre de los ratones NOD (A ) y BALB/c
() en funcion de la edad. Los niveles de glucemia se midieron con el
método de glucosa oxidasa. Los valores representan lamedia ES de al
menos 5 experimentos. P>0.05

El grafico 1 representa la concentracion de glucosa en sangre en ambos
grupos de ratones ayunados. No se observan diferencias entre ratones NOD y
controles entr las 10 y 25 semanas. En cambio, se puede observar un aumento
significativo (p<0,05) en los niveles de glucosa en hembras NOD recién a las
30 semanas de edad. Sobre esta base, el rango de edades para el estudio de los
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mecanismos que conllevan a una insuficiencia en la secrecion salival sc
extendié hasta las 25 semanas de edad considerando a estos animales
prediabéticos. Estos datos para la cepa NOD criada en la facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la UBA, son comparables a los datos obtenidos en
otros biotenios (Clare-Salzler M, 1998).

/Medieidn del flujo salival

Lla medicion del flujo salival de ratones NOD y controles se realizo por
pesada de la saliva acumulada en la cavidad bucal como se descnbid
previamente (Yamamoto, 1997). Ast, la saliva se recolecté durante 12 mun. con
una micropipeta y se colocé en tubos eppendorf mantenidos a 4 °C. El
volumen recolectado fue cuantificado por diferencia de peso de los
microtubos.

No se observé secrecion basal de saliva en ausencia de estimulo
secretorio, por lo cual la saliva fue recogida después de inyectar por via
intraperitoneal el agonista muscarinico pilocarpina (Sigma-Aldrich, EEUU) en
una concentraciéon de 50 pg de pilocarpina cada 100 g peso corporal o la
combinacion de pilocarpina mas péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Sigma-
Aldrich, EEUU) con una concentracion de 10 ug de VIP cada 100 g de peso.

Los resultados de flujo se expresaron en pl de saliva por min y por 100

g de peso corporal.

Determinaeion de la sesresion de amilasa y proteinas en saliva

La concentracion de amilasa fue determinada en la saliva recogida de
cada raton por el método de Bernfeld (1955). Para ello se midi6 la produccion
de maltosa a partir de una solucion de almidon (10 mg/ml) utdizando como
reactivo de color el acido dinitrosalicilico en medio basico. El almidon es
degradado por la amilasa en dimeros de glucosa los cuales presentan extremos
reductores que en medio basico interactiian con el acido dinitrosalicilico con
desarrollo de color que se mide a 540 nm. Para la realizacion de la curva
estandar se utilizaron concentraciones crecientes de maltosa (20 a 200 pg).

Una unidad de amilasa fue definida como la actividad de la enzima que
degrada 1 mg de maltosa por minuto a 20 °C (Bernfcld, 1955). Los resultados
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se expresaron en unidades de amilasa por ml de saliva por min y por 100 g de
peso corporal.

I.a concentracion de proteinas se determiné en las mismas muestras por
el método de Lowry et al. (1951) utidizando albimica sérica bovina como
estandar. Los valores se expresaron en pug de proteinas por ul de saliva
recogida por min y por 100 g de peso corporal.

Determinaeion de eitoquinas

El contenido de citoquinas en suero, en los sobrenadantes de los

cultivos de esplenocitos y en los extractos de tejido, se determind por el
método de ELISA.

Las glandulas salivales de ratones NOD vy controles fueron
homogenizadas en 500 pl de buffer de lisis (T's-HCl 50 mM pl1 7,4, PMSF
0,1 mM; aprotinina 1 pg/pl , leupeptina 2 pg/ul pepstatina A 2uM y SBTT 10
pg/u). El homogenato se centrifugd a 8.000 g 10 min a 4°C y los
sobrenadantes fueron congelados en freezer de -80 °C hasta ser utilizados.
Una alicuota de cada muestra fue separada para la determinacion de proteinas
por el método de Lowry el al. (1951) usando BSA como estandar.

Se obtuvo sangre de ratones NOD y controles por sangrado retro-
orbital. Posteriormente se dejé coagular la sangre obtenida y se centrifugo a
8.000 g 10 min a 4°C y los sueros obtenidos se congelaron en freezer de -80
°C hasta ser utilizados

Para la obtencién de cultivos de espenocitos, se extrajo el bazo de
ratones NOD y controles, se¢ lo disgregd por métodos mecanicos.
Posteriormente, se eliminé por medio de un shock osmoético los globulos
rojos presentes en el disgregado celular y se centrifugd a 1600 g por 10 min.
Las células obtenidas se resuspendieron en medio RPMI, se lavaron dos veces
y se incubaron 3. 10° células durante 48 horas en placas de cultivo con el
agregado de suero fetal bovino. Para estimular a los esplenocitos se les agregd
al medio de incubacion anticuerpos anti-CD3 y anti-CD-28 (10 pg/ml).
Transcurndas las 48 horas se extrajo el medio de cultivo y se centrifugo a 1600
g por 10 min. Los sobrenadantes se congelaron en freezer de -80 °C hasta ser
utilizados.

Placas de 96 posillos se cubneron durante la noche a 4°C con un
anticuerpo de captura anti-citoquina a analizar. Una curva estandar fue
generada usando diluciones seriadas de la citoquina recombinate a dosar.
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Posteriormente las placas fueron lavadas y bloqueadas, y se les agrego 50 ul de
muestras a analizar o 50 pl de los cstandares de la citoquina analizada segun
corresponda. Las muestras y los estandares fucron incubados durante la noche
a 4°C. Luego se lavaron tres veces con una soluciéon de PBS con 0.05% de
Tween. La union no especifica fue reducida al minimo bloqueando con 1% de
BSA durante 1 h. Después se reiterd el lavado de los pocillos y se incubaron
cada uno durante 2 horas con 100 pl de un anticuerpo (10 ng/ml) policlonal
de conejo anti-citoquina de interés conjugado con biotina diluido en PBS-
tween. Nuevamente, el exceso de anticuerpo fue eliminado lavando con una
solucion de PBS/tween y se les agregd 100 pl de un conjugado de peroxidasa-
streptavidina-peroxidasa (2.5 pg/mil). Las placas nuevamente fueron incubadas
por una hora, y se lavaron con PBS-Tween. Por dltimo se agregé6 como
cromoOgeno al acido 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-G-sulfonic) y se
determiné la densidad optica a 405 nm. La cantidad de citoquina en cada una
de las muestras fue calculada en base a la curva estandar.

Determinaeion de la aetividad de dxido pitrieo sintasa

Se midi6 la actividad de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS) en
glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD y controles usando el
método descripto por Bredt y Snyder (1990) modificado. La enzima convierte
la arginina en cantidades equimolares de 6xido nitrico y citrulina. 1a técnica se
basa en la determinacion de la formacién de citrulina marcada a partir de L-
[U-"*C]arginina.

Las glandulas submaxilares o parotidas extraidas de cada animal (una
por tubo) fueron incubadas con 0,2 uCi de L-[U-"CJarginina (0,7 uM, >300
mCi/mmol) en 500 pl de una soluciéon de Krebs Ringer-bicarbonato (KRB)
pH 7,4 gaseado con carbogeno (95 % O,y 5% CO,) en un bario a 37 °C por
30 min, en presencia o ausencia de L-N®-mono-metil arginina (.-NMMA)
500 uM. Después de la incubacion se procedié a retirar los tejidos y
homogenizarlos en 500 pl de buffer Hepes 20 mM pH 5,5, ditiotreitol 1 mM,
ortovanadato de Na 2 mM, NaF 50 mM EDTA y EGTA 1 mM a 4 °C en un
homogenizador Ultra-Turrax por 30 s a 24.000 rpm, dos veces. Los
homogenatos fueron sometidos a centnfugacién (10 min a 8.000 g), los
sobrenadantes se sembraron en columnas de intercambio cationico (AG 50W-
X8, Bio-Rad Inc, EEUU) equilibradas con el buffer de homogenizacion y la
citrulina fue eluida con 2 ml de agua destilada. Se determiné la cantidad de
[*Ccitrulina eluida en un contador de centello liquido Wallac.

La actividad de la NOS fue calculada como la actividad total menos la
medida en presencia del inhibidor de la actividad de la NOS, L-NMMA, y la
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actividad de las isoformas dependientes de calcio fue determinada incubando
los tejidos en KRB sin calcio y con 5 mM de EGTA. Cuando se usaron
inhibidores, tanto de la actividad de la NOS como de proteinas kinasas
regulatorias de su actividad, estos fueron incluidos desde el principio y los
estimulos (como el VIP o el carbacol) fueron agregados en los ultimos 15 min
en las concentraciones finales indicadas en resultados.

Para el calculo de las constantes cinéticas se emplearon concentraciones
finales de arginina entre 0,14 y 10 pM durante 30 min

La técnica para determinar la actividad de la NOS usada en estos
experimentos no requicre el agregado de cofactores y ademas, durante la
incubacion interviene el proceso de captacion de arginina por transportadores
de aminoacidos. Con el objeto de investigar la participacion de estos factores
en los efectos observados, también se determino la actividad de la NOS en
homogenatos utilizando la técnica de Bredt y Snyder (1990) onginal.

Las dos glandulas submaxilares o parotidas de cada animal se
homogenizaron en 500 pl de buffer Hepes 20 mM pH 7,4 con el agregado de
1 mM de EDTA, inhibidores de proteasas (fluoruro de fenimetilsulfonilo
PMSF 0.1 mM, aprotinina 1 pg/ul, leupeptina 2 pg/pl, pepstatina A 2uM e
mnhibidor de tripsina de poroto de soja SBTT 10 pg/ul) y ademas se incluyeron
inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de Na 2 mM y Nal 50 mM) en un
Ultra-Turrax por 30 s a 24.000 rpm a 4 °C. Posteriormente, a 200 pl del
homogenato se le agregd ditiotreitol 1 mM, fosfato de nicotinamida-adenin-
dinucleétido NADPH) 1uM, CaCl, 1,25 mM y 0,05 pCi de 1.-[U-"*Clarginina
(1 uM concentracion final) y se incubd durante 30 min a 37 °C con gaseo de
carbogeno y en presencia o ausencia de L-NMMA 500 pM. La reaccién se
detuvo con el agregado de 750 pl de una soluciéon de Hepes 100 mM pH 5,5,
EDTA 10 mM y los homogenatos se centrifugaron a 18.000 g por 10 min a 4
°C. Los sobrenadantes se sembraron en columnas de intercambio catiénico y
se procedid de igual manera que lo descripto anteriormente. Se reservaron 20
ul de cada homogenato para la posterior determinacién de proteinas por el
método de Lowry et al (1951).

Determinaeion de piveles de TP eielieo

Se determinaron los niveles de GMP ciclico (GMPc) en las glandulas
salivales enteras de ratones NOD y BALB/c por medio de un
radioinmunoensayo con anticuerpos anti-3’,5-GMPc y [*I|GMPc (>2000
Ci/mmol) que fue marcado por el Dr. Omar Pignataro (IBYME, Buenos
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Atres). Las glandulas enteras fueron incubadas en 500 pl de una solucion de
KRB pH 7,4 con inhibidotes de proteasas como se sefialé previamete y metil
isobutl xantina (IBMX) 100 uM, gaseadas con carbégeno en un bafio a 37 °C
por 30 min. Cuando se usaron inhibidores se incluyeron desde el principio y
los estimulos se agregaron por 15 min. Después de la incubacion sc
homogenizaron las glandulas en 2 ml de etanol absoluto y el homogenato
resultante se centrifugd por 10 min a 8.000 g a 4 °C. El sedimento resultante
se re-homogenizé en 1 ml de una solucion de ctanol:agua (2:1), y los
sobrenadantes se colectaron y evaporaron a sequedad en un bafio termostatico
a 56 °C. Los residuos fueron resuspendidos en buffer acetato 50 mM pH 6,2
para la subsiguiente determinaciéon de GMPc.

Con el objeto de aumentar la sensibilidad del método de determinacion
del nucleétido ciclico, se procedio a la acetilacion de las muestras y los
estandares de ambos con tnetilamina: anhidnido acético (2:1)

Para la determinacion de los niveles de GMPc se acetilaron 50 pl de
muestra con 6 pl de la solucion de anhidndo acético y tretilamina.
Posteriormente, se agregaron 100 ul de PBS a cada muestra, realizada por
duplicado, y 50 pl de ['*T)JGMPc (aproximadamente 5 fmol/tubo, >2.000
Ci/mmol) y 50 pl de anticuerpo anti-3’,5-GMPc (Chemicon Int, EEUU)
(dilucién 1/3000 en 0,1% de BSA). Los tubos se incubaron 16 ha 4 °C y se
les agreg6 100 pl de una solucién de BSA al 10 %, 2 ml de etanol absoluto y se
homogenizaron. Luego de centrifugar durante 15 min a 5.000 g a 4 °C, se
descart6 el sobrenadante con el GMPc no umido al anticuerpo y tras secar el
precipitado para eliminar los restos de etanol, se midio la radioactividad en un
contador de centelleo sélido (Wallac).

Los resultados fueron expresados en fmol de nucleotido ciclico por mg
de peso humedo del tejido.

Expresion de isoformas de NOS

Ipmunodetessién de proteinas frassiopadas y trapsferidas a npitroeelulosa
(immupoblottipg)

Las glandulas salivales de ratones NOID y controles fueron
homogenizadas en 500 pl de buffer de lisis (T'tis-HCl 50 mM pH 7,4, taton X-

100 0,2 %, EDTA 1 mM, PMSF 0,1 mM; aprotinina 1 pg/pl , leupeptina 2
pg/ul pepstatina A 2uM y SBTT 10 pg/pl). El homogenato se centnifugo a
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8.000 g 10 min a 4°C y los sobrenadantes fueron congelados en frcezer de -80
°C hasta ser utilizados. Una alicuota de cada muestra fue separada para la
determinacion de proteinas por el método de Lowry el al. (1951) usando BSA
como estandar.

En algunos experimentos se estudio la expresion de estas isoformas en
corteza cerebral como control positivo. Se extrajeron, homogenizaron y
conservaron de forma similar a las glandulas salivales.

Las proteinas en los extractos obtenidos fueron scparadas por
electrofoiresis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Para esto las
muestras (100 pg de proteina/calle) en buffer muestra (I'is 9 mM, sacarosa
0,2 M, SDS 63,2 mM, B-mercaptoetanol 10 M, 3% de azul de bromofenol) se
hirvieron durante 2 min., y luego fueron sembradas en geles de poliacrilamida
7,5 % y separadas por electroforests a 20 mA en presencia de buffer Tns 25
mM pH 8,3, con glicina 195 mM y SDS 3,5 mM. Una vez separadas en el gel
de poliacrilamida, las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) por el método de
transferencia humeda en buffer Tris 25 mM, glicina 195 mM, SDS 1,8 mM y
metanol (1:5) a 30 V durante 90 min. Las membranas fueron pre-tratadas
durante toda la noche con solucion de bloqueo (BSA 3 % en TBS-tween 0,05
%) y luego incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpos
monoclonales especificos para las distintas isoformas de NOS (BD, EEUU)
(dilucion 1:250 para NOS I, NOS II y NOS III). Posteriormente las
membranas fueron lavadas varnas veces con una solucion de lavado (TBS-
tween 0.05%). Finalmente, se incubaron las membranas con un anticuerpo
policlonal de conejo anti-IgG de raton conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldach, EEUU) (dilucion 1: 10.000) durante 1 h a temperatura
ambiente, y luego se realizaron varnios lavados con la solucién de lavado. El
revelado se realizé utilizando una solucion de 1,65 mg de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato (BCIP) y 3,3 mg de nitroazul de tetrazolio (NBT) en 10 ml,
que en presencia de la enzima fosfatasa alcalina da un precipitado de color
violaceo. Las masas moleculares relativas de las diferentes 1soformas de NOS
se calcularon mediante la inclusidon en la electroforesis de estandares de masa
molecular conocida (miosina 209 kDa, B-galactosidasa 124 kIDa, BSA 80 kDa,
anhidrasa carbénica 49,1 kDa, SBTI 34,8 kDa, lisozima 20,6 kDa y aprotinina
7,1 kDa de Bio-Rad, EEUU). l.as bandas obtenidas se compararon con
controles positivos para cada isoforma (BD, EEUU).
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Inmumohistoquimiea

Las glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD y BALB/c
fueron fyadas en solucion de paraformaldechido al 4% en PBS por 24 h a
temperatura ambiente. Luego de la fijacion se procedié a la deshidratacion,
inclusion en parafina y corte como se describié mas arniba.

Para la realizacion de la deteccion de la 1soforma de NOS 1 por
inmunohistoquimica, los portaobjetos conteniendo los cortes de las glandulas
saltvales sc desparafinaron e hidrataron, de igual manera que para las tinciones
de hematoxilina-eosina. Posteriormente, los cortes de las glandulas salivales de
ratones NOI) y BALB/c se incubaron toda la noche en una camara humeda
con anticuerpos especificos para la isoforma de NOS (B&D, EEUU) (dilucion
1:100 ), también se realizaron controles negativos sin el agregado de ninguno
de los dos anticuerpos. Una vez transcurrido ese tiempo se sometio a los
cortes a lavados con PBS para eltminar los anticuerpos sobrantes, y
posteriormente, se incubaron durante una hora, los cortes con un anticuerpo
policlonal de conejo anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa. El revelado
se realiz6 utilizando diaminobenzidina (IDAB).

Los cortes en que se realizé la inmunohistoquimica sc procedié a una
tincion de hematoxilina para visualizar los diferentes componentes del tejido
celular estudiado y observar la localizacién de las isoformas de NOS.

Determinaeion de la formasion de urea eomo indiee de la aetividad de
la arginasa

La determinacion de la actividad de arginasa se realizo
espectrofotométricamente mediante la medicion de la velocidad de formacion
de urea a partir de L- arginina. La urea reacciona con ureasa y glutamato
deshidrogenasa con consumo de nicotinamida-adenin dinucleétido reducido
(NADH). El fundamento de la técnica es la medicion de la disminucion de
absorbancia a 340 nm del NADH que es proporcional a la concentracion de
urea presente en la muestra. Como valor de referencia se utiliz6 un estandar
de urea (0,5 mg/ml) (Weiner, Argentina).

Las glandulas enteras fueron incubadas en 500 pl de una solucién de
KRB pH 7,4 gaseado con carbégeno en un bafio a 37 °C por 30 min en
presencia de arginina (1,5 y 10 uM). Al cabo de la incubacion, las glandulas se
homogenizaron en buffer Hepes 20 mM pH 5,5 y se centrifugaron (18.000 g
10 min a 4°C) para la posterior determinacion de urea en los sobrenadantes.
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En una cubeta precalentada a 37 °C con 1,5 ml de reactivo de trabajo
(glutamato deshigrogenasa y uresasa (>140 U/ml), 2-oxoglutarato 5 mM, vy
NADH 0,31 mM en buffer Trs-HCl 100 mM pH 8) (Biosystems S.A,
Espafia) sc¢ agregaron 10 pl del sobrenadante o de estandar y se mudi6 la
absorbancia a 340 nm a los 30 s, alos 90 s y a los 150 s de iniciada la reaccion
en un espectrofotometro Beckman.

Se reservaron 20 pl de cada homogenato para la postenior
determinacion de proteinas por el método de lowry et al (1951). Los
resultados se expresaron en pg de urea por mg de proteina/minuto.

Expresion de piveles de ARN mensajero de NOS |
Extraseion de ARN

El ARN total fue obtenido de glandulas submaxilares, parotdas y
corteza cerebral de ratones NOD y BALB/c. Todo el matenial descartable y

las soluciones empleadas para estos estudios se encontraban libres de
nucleasas de ARN.

La extraccion del ARN sc basa en la utilizacion del método de
Chomczynski et al (1987) que emplea como reactivo de extraccion una mezcla
de tioctanato de guanidinio-fenol y cloroformo (TRlzol, Gibco, Life
Technologies).

Una vez sacrificados los animales, las dos glandulas submaxilares o
pardtidas de cada animal o la corteza cerebral del mismo se colocaron en
tubos de polipropileno que contenian 0,5 ml del reactivo de extraccion y
fueron homogenizados en un Ultra-Turrax durante 15 s a 24.000 rpm a 4 °C.
Las muestras de los diferentes tejidos fueron centrifugadas a 12.000 g por 10
min para eliminar restos de grasa, membranas celulares y polisacandos. El
sobrenadante se pasé a tubos limpios y se le agregd 100ul de cloroformo,
tapo y agitd durante 15 s. Posteriormente se centrifugd 15 min a 12.000 g a 4
°C para separar la fase organica de la fase acuosa (donde se cncuentra
solubilizado el ARN). Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo y se le
agrego 250l de 1sopropanol (de esta manera se produce la precipitacion del
ARN) y se incubd la mezcla 10 min a temperatura ambiente. lLuego, se
centrifugé 10 min a 12.000 g a 4 °C y se descarté el sobrenadante. El
precipitado que contiene el ARN se lavo con 75 % de etanol para climinar
restos de proteinas. En el paso final el ARN se resuspendi6 en agua destilada
tratada con dietil pirocarbonato (DEPC).
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I.a cantidad y pureza del ARN total obtenido se vernificd por medicion
de la absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotometro y el cociente de ambas
lecturas se encontro en una relacion entre 1,6 a 1,8. Por ultimo las muestras
fueron almacenadas a -20 °C hasta ser utilizadas para la técnica de

transcrpcion reversa y posterior reaccion cn cadena de la polimerasa (RT-
PCR).

Jranseripeién reversa y amplifieaeion de fragmentos de ADN eopia

La transcripcion reversa se realizo sobre 5 pug de ARN total de
glandulas submaxilares, parétidas o corteza cerebral de ratones NOD y
controles. La sintests de la primera cadena de ADN copia (ADNc) se realizo
utiizando 200 U de la enzima M-MLV RT ( Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse transcriptasa, Amersham Pharmacia, EEUU), oligo (dT)18 como
cebadores (primers) y ANTP’s 0,5 mM de cada uno. En ciertos tubos se utilizo
agua destilada con DEPC sin ARN como control de la transcripcion. La
reaccion se llevo a cabo a 37 °C durate 1 h, con un paso de inactivacion
enzimatica de 5 min a 65 °C.

Una alicuota de 3 pl del volumen de reacciéon anterior fue utilizada para
la amplificacion, en un termociclador AMPLITRON 1, por la técnica de PCR
de los mensajeros de NOS 1 y del mensajero de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como control semicuantitativo.

El ADNc se agrego a 25 pl de la siguiente mezcla de reaccion: dNTP’s
200uM de cada uno, primers especificos 800 nM de cada uno, Tag polimerasa 1
U (Amersham Pharmacia Biotech), buffer para PCR 1X (conteniendo 10mM
Tris-HCl pH 9 y 1.5 mM MgCl,).

Las secuencias de los primers (Invitrogen, EEUU) especificos fucron
disefiadas basindose en las secuencias publicadas de la isoforma de NOS 1
murina (GeneBank GI: 397828) y a las que se hallaban publicadas por Barlett.
et al (1999). La secuencia para la 1soforma NOS 1 son: para el primer sense
5"TGTGTGGGCAGGATCCAGTG-3’, y para el primer antisense
5-GGGACAGGCGCTGAACTCCA-3 (nucledtido +1340 a +1847)y los
pates de primers para GAPDH son: para el primer sense 5-
TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG -3’ y para el primer antisense 5’
TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-%..

Xl programa de PCR usado fuc el siguiente: se realizo un primer paso
de 5 min a2 94 °C, y luego 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 40 s,
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pegado dc primers a 55 °C por 40 s, y elongacion a 72 °C por 1 min, mas un
paso de elongacion final de 10 min a 72 °C. Para realizar la PCR para
GAPDH se procedié de la misma manera que para NOS 1 con las mismas
muestras de tejidos.

Los productos finales de amplificacion fueron sembrados (10 pl) y
separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro
de etidio, en buffer Trs-borato-EDTA. Luego de la corrida se expusieron los
geles a la luz U.V,, y se fotografiaron utilizando una camara digital Kodak
DC120. Postenormente, las bandas presentes en los geles se cuantificaron

mediante el programa Multt Gauge, Fujifilm y se las normaliz6 con los niveles
de GADPH de cada muestra.

Pndlisis Estadistieo

La significacion estadistica de diferencias fue determinada por la prueba
t- de student con dos colas para las poblaciones independientes. Cuando las
comparaciones multiples eran necesarias, la prueba de ANOVA con
contrastes de Newman-Keuls fue utilizada después del analisis de varianza.
Las diferencias entre las medias eran consideradas significativas en P<0.05.
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Resulfados Y Conclusiones
(araeterizasion de la sialoadenitis en los ratones NOD.

Histologfa de Glandulas Salivales

Los ratones NOD de 15 semanas presentaron una motfologia alterada
de las glandulas submaxilares con un aumento en la relacion ductos/acinos en
las mismas, en comparacion con ratones BALB/c. Esta alteracion estructural
a las 15 semanas estaba acompafiada por disfuncion secretoria, como se vera
mas adelante.

Con el objeto de estudiar si este aumento en la relacion ductos/acinos
era progresivo con el desarrollo de la sialoadenitis se realizaron estudios
histologicos en dos de las glandulas salivales mayores, como son las glandulas
submaxilares y parotidas en ratones NOD de 10, 15 y 25 semanas de edad.
Como controles de los experimentos se utilizaron ratones BALB/c de la
misma edad. Se cuantificd en los cortes la cantidad de ductos presentes en 20
campos con un aumento de 400 X.

Glandula Submaxilar Glandula Par6tida

BALB/c NOD BALB/c NOD
10 sem 18,2 + 0,7 31,0 +£0,7* 8,9 %03 81+02
15 sem 238+ 08 330 +1.3* 9104 11,3+ 0,5
25 sem 20,5+ 0,4 | 28,4+ 1,0* 10,8+0,6 12,0 £ 0,9

Tabla 1: Numero de ductos en glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD y controles
de distintas edades. En cortes histologicos de glandulas salivales de ratones NOD y BALB/c
tefitdos con hematoxilina-eosina se contabilizaron la cantidad de ductos presentes en 20 campos
con un aumento de 400 X. Los valores representan la media + SEM de las mediciones en 5

ratones de cada grupo. * Diferencias sigmificativas con respecto a los ratones controles de la
misma edad, p<0.01.
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BALB/c

Figura 1: Estudio histolégico de glandulas submaxilares de ratones NOD vy controles de distintas edades.
Glandulas submaxilares de ratones NOD y BALB/c de distintas edades fueron extraidas y fijadas e incluidas en
parafina como se indica en materiales y métodos. Posteriormente se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina
y se observo la morfologia de las glandulas y la relacion ductos/ acinos. Las Flechas indican la destruccion del
epiticho ducta y Ja micro y macrovacuolizacion de los acinos. A: acinos; D: ductos; P: nicleos picnéticos
posifivos; T: Tabique.

En glandulas submaxilares se puede observar (Figura 1, Tabla 1) que a
10 semanas de edad presentan un nimero mayor (p<0,01) de ductos por
campo con relacion a los ratones controles. No obstante esta alteracion en la
cantidad de ductos, la morfologia de los mismos no se encuentra alterada, en
cambio en los acinos se observa microvacuolizacion. En edades donde se hace
evidente la disfuncion secretoria (ver mas adelante), 12 semanas en adelante, la
relacion de ductos/acinos se mantiene aumentada significativamente (p<0,01)
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con respecto a los ratones controles; sin embargo esta relacion no presenta un
aumento significativo con el incremento en la edad en los NOD. En esta edad
(15 sem) se puede apreciar que la morfologia de los ductos ha comenzado a
alterarse y las lesiones emeoran en ratones de 17-18 semanas (no mostrados).
Dicha alteracion consiste en una pérdida de homogeneidad citoplasmatica en
las células que componen el epitelio de los ductos que también se hace

evidente a escala nuclear. Asimismo, los acinos pasan de una
microvacuolizacion a una vacuolizacion de mediano a gran tamafio y ademas
se observan imagenes de nucleos picnoticos positivos que corresponden a

imagenes apoptoticas.

Figura 2: Observacion de infiltrados linfomononucleares en glandulas submaxilares de ratones NOD.
Glandulas submaxilares de rarones NOD de 25 semanas de edad fueron extraidas y fijadas e incluidas en
parafina como se indica en materiales y métodos. Posteriormente se realizaron tinciones de hematoxilina-
cosinay se observo lamorfologia delas glandulas y 1a presencia de mfiltrados.

Astmismo, en estos cortes se estudid la aparicion de focos de
infiltracion linfocitarios ya descritos en estos ratones y en biopsias labiales de
pacientes en estado avanzado de la enfermedad. Estos focos no aparecen en
los ratones NOD de 10 semanas de edad. Focos de infiltracion pequefios y
asslados se pudieron observar en 3 de los 9 ratones analizados de 15 semanas.
Estos focos eran muy incipientes y su localizacion era periductal. Incluso, en 1
de los 3 ratones normales analizados también se observo un infiltrado aislado
sugiriendo que no habia diferencias en cuanto a la incidencia entre los NOD y
controles En cambio en ratones de 25 semanas se puede apreciar que la
totalidad de los ratones NOD analizados presentaban focos de infiltracion de

localizacion peniductal (Figura 2 A, B).
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Figura 3: Estudio histolégico de glandulas parétidas de ratones NOD y controles. Glandulas parotidas de
ratoncs NOD v BALB/c de 10 15y 20 semanas de edad fueron extraidas y fijadas ¢ incluidas en parafina
como se indica en mareriales y métodos. Posteriormente se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina y
se observo la morfologia de las glandulas y la relacion ductos acinos. Las letras indican A: acinos, D:
ductos; B: Bazo; T: tabique.

Al estudiar la morfologia de las glandulas parétidas (Figura 3) en los
ratones NOD, se observa que no presentan ningun tipo de alteracion como
las observadas en las glandulas submaxilares.

Una conclusién preliminar de estas observaciones es que existen
diferentes fenomenos propios de cada glindula, que en este caso, se
manifiestan como alteraciones histolégicas tnicamente en las
glandulas submaxilares. Esto sugiere que dicha glindula salival tendria
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un microambiente mas favorable como quimioatractante para células
del sistema inmune.

Seeresion salival

Una de las caracteristicas principales del sindrome de Sjogren es la
pérdida progresiva de la funcién secretoria salival y lagnimal. Con el objeto de
evaluar la funcién sectetoria en las hembras NOD, se realizaron ensayos i vivo
de flujo salival y liberacion de amilasa salival. Dado que en roedores no se
observa sccrecion basal de saliva en ausencia de estimulo secretorio, y como
se comenté anteriormente la secrecion salival es estimulada principalmente
por ¢l sistema nervioso auténomo parasimpatico mediante la accion de
acetilcolina y péptido intestinal vasoactivo (VIP), la secrecion se indujo con
una inyeccion intraperitoneal de un agonista muscarinico como es la
pilocarpina o la combinacion de pilocarpina mas VIP.

Se realizaron experimentos para determinar la tasa de flujo salival en
hembras NOD, en distintos grupos de edades: 10, 12-14 semanas y 15-18
semanas y controles BALB/c de las mismas edades. No se incluyé en los
estudios de flujo saltval a los ratones de 25 semanas puesto que la totalidad de
los mismos presentaban focos de infiltracion en las glandulas submaxilares.
Ademas, dividimos la etapa de 15 semanas en dos partes ya que en ella hubo
una progresion de cambios morfologicos de las células acinares y ductales.
Asi, medimos secrecion salival en una etapa mas temprana, 12-14 semanas,
con el objeto de detectar una posible disminucion gradual de la funcion
secretona, y entre las 15-18 semanas donde ya los cambios histolégicos eran
mayores.

BALB/c NOD

Semanas (ul/ min * 100 g de peso)
10 65 %2 69 %1

12-14 683 48 £ 5*

15-18 62+3 44 + 3+

Tabla 2: Flujo Salival en ratones NOD y controles. Ratones NOD y BALB/c
con un ayuno de 12 horas fueron inyectados con Pilocarpina y la saliva fue
recolectada durante 12 minutos, como se indica en mateniales y métodos. Los
valores son la mediat ES de al menos 4 ratones de cada cepa. * Diferencias
significativas entre ratones NOD y controles (p<0,05).
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En los ratones NOD, mientras que a las 10 semanas no se observo
reduccion en la secrecion estimulada con pilocarpina, en el grupo de 12-14
semanas la tasa de flujo salival inducida por pilocarpina fue significativamente
menor respecto del grupo control y se mantiene esta diferencia en las edades
mas avanzadas.
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Figura 4: Flujo Salival y secrecion de amilasa en ratones NOD (@) y controles (O ). Ratones NOD y
BALB/¢ con un ayuno de 12 horas fueron mnvectados con Pilocarpina (Pilo) o con una mezcla de
Pilocarpmnay VIP (PllO + VIP), yla saltva fue recolectada durante 12 minutos, como se indica en materiales
y métodos. La figura muestra la media £ES de al menos 5 experimentos. * Diferencias significativas entre
distintos tratamientos en Ja misma cepa de ratones (p<0,001). ** Diferencias significativas entre el mismo
tipo de tratamiento pero entre las diferentes ratones NOD y controles (p<0,003).
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Como la disminucion salival se presentaba después de la semana 12, los
estudios con pilocarpina y VIP sc limitaron a los dos ultimos grupos de
edades. Lo que se pudo observar en ratones normales es que en el caso de la
secrecion estimulada por pilocarpina + VIP la tasa de flujo salival y la
secrecion de amilasa aumentaron significativamente en todas las edades, en
relacion a la estimulacion con pilocarpina sola (Figura 4). Sin embargo aunque
el VIP aumenta la accién de la pilocarpina en los ratones BALB/c esto no
sucede en los ratones NOD. Por el contrario a las 12 semanas de edad los
ratones NOD no presentan diferencias significativas entre la tasa de flujo
salival proveniente de la estimulacion con pilocarpina de la proveniente del
estimulo con pilocarpina y VIP. Esta ausencia de estimulacion con VIP se
mantiene en los ratones NOD del grupo etatio comprendido entre 12-18
semanas.

Cuando se analiza la secrecion de amilasa como indice de secrecion
proteica, observamos que no hay diferencias significativas a las 10 semanas
(datos no mostrados) ni a las 12-14 semanas en los ratones NOD con
respecto a los ratones BALLB/c. Pero como se ilustra en la figura 4 en los
ratones controles la liberaciéon de amilasa aumenta significativamente al
coestimular con VIP respecto al tratamiento con pilocarpina en ambos grupos
de edades. En los NOIDD también falla la estimulacion de la secrecion proteica
con VIP respecto a pilocarpina desde las 12-14 semanas y un efecto menor se
observa en el siguiente grupo etarno.

Estos resultados indican que los ratones NOD presentan un
menor flujo salival que los ratones controles a partir de las 12 semanas.
Por otro lado, si bien en los ratones controles hay un aumento de la
secrecion salival y proteica al coestimular con VIP, en este modelo de
sindrome de Sjogren habria una menor respuesta ante ese estimulo.

Expresion de Citoquinas

Los defectos en el sistema inmune de los NOD se cree que pueden
contribuir a la imiciacion de la respuesta autotnmune. Otros autores
determinaron que la produccion elevada de 11.-12 por células presentadoras de
antigeno en estos ratones podria dar lugar a un corrimiento de la respuesta T
hacia el fenotipo Th1 observado en el curso de la sialoadenitis. Por otro lado
se habia descripto un aumento de citoquinas Th1 en infiltrados linfocitarios de
glandulas de ratones NOID de 20 semanas. Por tal motivo nuestro objetivo
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fue determinar en qué momento del desarrollo de la enfermedad en los
ratones NOD se producia ese desbalance de las citoquinas hacia un perfil Th,.

Por tal motivo medimos los niveles de dos citoquinas Th, como son el

TNF-a, y la IL-12 en el suero de ratones NOD de 8, 10, 12, 15 y 16 semanas.
Por otro lado también medimos una de las mas representativas citoquinas que
se encuentra involucrada en los procesos anti-inflamatorios como es la 11L-10.
También realizamos un cultivo de esplenocitos estimulados con anti-CD3 y
anti-CD28, para poder determinar la maxima respuesta de produccion de
citoquinas Th; y Th, en los sobrenadantes. Por dltimo medimos niveles de
citoquinas en glandulas salivales de ratones NOD en dos tiempos que abarcan
el periodo donde comienza la disfuncion secretoria.
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Figura 5: Niveles de citoquinas en suero de ratones NOD y BALB/c. Se obtuvo
suero de ratones NOD de diferentes edades y de ontroles. Se midieron los niveles de
citoquinas por elisas como se describe en materiales y métodos. Los valores son la
media + ES de 4 ratones. * Diferencias significativas con respecto a los ratones
control es yalos NOD de 8 semanas, p<0.05.** p<(.05 vs. 12 semanas.

Fn la figura 5 se puede apreciar que existe un incremento de los niveles
de TNF-a en el suero de los ratones NOD a partir de las 15 semanas.
Paralelamente, los niveles de 1L-10 disminuyen en el suero en la misma
semana. La otra citoquina Th,, IL-12, aumenta de forma significativa en la
semana 16.
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Cuando analizamos la produccion de citoquinas en los sobrenadantes
de cultivo de esplenocitos de NOD, podemos observar que s6lo IFN- y (Th,)
que es indetectable en sobrenadante de BALB/c aumenta mas
tempranamente, a la semana 12 (Figura 6). A las 15 semanas se observa un
aumento de las 3 citoquinas.
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Figura 6: Nuveles de citoquinas en esplenocitos de bazo de ratones NOD vy
BALB/c. Se obtuvieron células de bazo de ratones NOD de diferentes edades y
controles. Se incubaron 48 horas con anti- CD3-CD28 y en el sobrenadante se
muchieron los niveles de citoquinas como se describe en materiales y métodos. Los
valores son la media + ES de 4 ratones. * Diferencias significativas con respecto alos
ratones controles y alos NOD de 10 semanas, p<0.05.

Sin embargo no se observan cambios en los niveles de citoquinas en las
glandulas submaxilares en las dos edades estudiadas (Tabla 3). Se detecté una
disminucion de la I1-10 en parotida de ratones NOD a las 15 semanas.

BALB/c NOD

12 semanas 15 semanas

Submaxilar Par6tida |Submaxilar Parétida |Submaxilar Parétida
TNFa| 031 +0.09 7.0412.08 0.381+0.06 4.8310.90 0.2110.06 5.48+0.81

INF Y 2.86+1.14 15.97+£1.92| 2.57£0.39 14.99%2.21 3.191£0.13  26.65%8.72
IL-10 0.97£0.29 7.82+1.84 2.15%0.54 6.3910.70 1.96%0.61 2.27%0.61*

Tabla 3: Niveles de citoquinas en extracto de glindulas salivales de ratones NOD de 12 y 15
semanas y ratones controles de entre 12 y 15 semanas (no hubo cambios con la edad en el grupo
control). Se realizaron extractos de tejidos como se describe en materiales y métodos.
Posteriormente por la técnica de elisa se determind los niveles de citoquinas presentes en%los
extractos. * p<0.05 con respecto a los ratones NOD de 12 sem y controles.
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De este grupo de experimentos podemos concluir que en los
ratones NOD no existe una asociacion entre el inicio de la disfuncion
salival, la alteracién en la morfologia de las glandulas salivales y el
desbalance de citoquinas Th,/Th,. En estos ratones la disfuncion
salival precede a los otros dos fen6menos estudiados.

Petividad de Oxido Nitrieo Sintasa

Dado que el 6xido nitrico interviene en la secrecion salival mediada por
receptores muscarinicos como también participa en la sefializacion activada
por VIP en tejidos exdcrinos, investigamos la actividad de la 6xido nitrico
sintasa en condiciones basales y estimuladas en ratones NOD de diferentes
edades y sexos.

Submaxilar Parétida
300 800 -
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100 -

[ C] Citrulina (fmol/mg tejido)
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Figura 7: Efecto de la edad en la actividad de NOS en glandulas submaxilar y parotida de
ratones NOD y controles. Glandulas salivales de hembras NOD (@) y BALB/c () fueron
incubadas para la determinacion de NOS como es indicado en materiales y métodos. En
machos de 12 semanas ninguno de ellos presenta disminucion de NOS en las glandulas
salivales, en cambio a las 16 semanas de edad 1/3 de los machos analizados desarrollan la
alteracion. Los valores representan la media £ ES de al menos 5 experimentos. * Diferencias
significativas con respecto alos valores de los ratones controles y alos NOD de 10 semanas ,
p<0.05.

La Figura 7 muestra la actividad basal de la enzima 6xido nitrico sintasa
en las glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD de distintas edades.
En ambas glandulas salivales se puede observar una disminucion progresiva
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de la actividad con la edad que es mas evidente en las glandulas submaxilares
que en las par6tidas.

En vista de estos resultados decidimos trabajar con ratones hembras de
14 a 16 semanas en los que el efecto de reduccion de la actividad de NOS era
maximo y se manifestaba en mas del 80 % de las hembras.

Con el objeto de determinar si las 1soformas de NOS involucradas en este
efecto son dependientes de calcio, se determiné la actividad de NOS en
presencia de 5 mM de EGTA para inhibir la produccién de la [*C]-citrulina
generada por las 1soformas NOS I y 1L

Submaxilar Parodtida
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Figura 8: Actividad de NOS en glandulas submaxilar y parétida de ratones NOD y
controles. Glandulas submaxilares de ratones NOD (@) y BALB/c () de 14-16 semanas
fueron incubadas con L-[U-"CJ-arginina. La actividad de NOS se determiné segin se
describe en materiales ymétodos. Los experimentos se realizaron en ausenciade> mM de
EGTA(®) o presencia (47) como es indicado en el grafico. Los valores representan la
media £ ES de 6 experimentos. * Diferencias significativas con respecto a la actividad
total en ausencia de EGTA, p<0.05. ** Diferencias significativas con respecto a la
actividad total en los ratones controles, p<0.01.

La figura 8 muestra que las isoformas predominantes en condiciones
basales en las glandulas submaxilares y parotidas de los ratones controles son
dependientes de calcio dado que no se detecté actividad en presencia de
EGTA. Por otro lado la figura 8 muestra que la actividad de la NOS en los
ratones NOD de esta edad no es detectable y por lo tanto difiere
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significativamente (p<0,01) de la medida en los ratones controles. Ademas, no
hay diferencia significativa entre la actividad medida en presencia o ausencia
de EGTA. Es interesante notar que, aunque de menor magnitud, las parotidas
de ratones NOD muestran un efecto stmilar a las submaxilares, a diferencia de
lo observado en el analisis histologico en que solo las glandulas submaxilares
presentaban alteraciones estructurales.

Para establecer si la actividad de NOS era sensible a la estimulacion por
neurotransmisores responsables de la secrecion salival, se midi6 la actividad de
NOS en glandulas submaxilares de ratones NOD y controles en presencia de
un agonista muscarinico, carbacol, como de VIP o estimulados por ambos
s1alogogos.

En la figura 9 se puede observar que en los ratones BALB/c el carbacol
no aumenta significativamente la actividad de NOS. Asimismo, en estos
ratones se pudo observar un aumento significativo de la actividad de NOS
con 10° M VIP y con la estimulacién conjunta de carbacol y VIP. Sin
embargo la actividad de 6xido nitrico sintasa en las glandulas submaxilares de
los ratones NOD no se modificO en presencia de estos estimulos. En
glandulas parotidas los resultados fueron similares.
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Figura 9: Efecto del VIP y carbacol en la actividad de NOS en glandulas submaxilar de ratones NOD y controles.
Glandulas submaxilar de NOD @)y BALB/c () fueron incubadas con el sustrato y carbacol 10"Mo VIP 107 M
o una mezcla de ambos segun corresponda. Posteriormente se realizo la determinacion de NOS, como es
indicado en matertales y métodos. Los valores representan la media + ES de al menos 5 experimentos.
“Diferencias significativas con respecto a valores basales, P< (1,05,
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Sealizacion mediada por éxido pitrieo
[Medieién de niveles de (fT\Pe

Uno de los blancos de accion del 6xido nitrico es la activacion de
guanilil ciclasa soluble, produciendo un aumento en la concentracion de
GMPc intracelular y promoviendo la secrecion de agua y electrolitos, y
proteinas. Por tal motivo medimos la acumulacion de este nucleétido ciclico
en glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD de 15 semanas en
condiciones basales y luego de la estimulacion con VIP (Figura 10).
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Figura 10: Efecto del VIP en la acumulacion de GMPc en glandulas submaxilar y parotida de ratones NOD y
controles. Glandulas salivales de NOD (@)y BALB/c () fueron mcubadas con concentraciones crecientes de
VIP para la posterior determinacion de los nivelesintracelulares de GMPe, como es indicado en materiales y
métodos. Los valores representan la media + ES de al menos 5 experimentos. *Diferencias significativas con
respecto a valores basales, p<0.05. ** Diferencias significativas entre el mismo tratamiento con respecto a los
ratones controles, p<0.05. *** Diferencias significativas con respecto a la misma concentracion de VIP pero sin
el inhibidorde NOS, p<0.001.

Se observé un aumento de la acumulacion de GMPc en ambas
glandulas saltvales de ratones BALB/c estimuladas con el neurotransmisor.
Sin embargo, las glandulas submaxilares de los ratones NOD no responden al
VIP a esas concentraciones y las parotidas de estos mismos ratones presentan
menor respuesta al VIP que los ratones controles. Con el objeto de evaluar la
participacion de la NOS en la produccion y acumulacion de GMPc se
incubaron las glandulas con VIP en presencia de LNMMA para inhibir la
actividad de la NOS. En los ratones controles el aumento de los niveles del
nucleotido ciclico fue mhibido significativamente (p<0,001) por LNMMA,
sugiriendo que el aumento de GMPc se debe a la accion del 6xido nitrico. Sin
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embargo, s1 bien estimulando con VIP se produce un aumento en los niveles
de GMPc en las glandulas parétidas de los ratones NOD, esta acumulacion de
GMPc no es debida a la accion del 6xido nitrico ya que no existen diferencias

significativas en el tratamiento con VIP 107 M en presencia y ausencia de
LNMMA.

Los niveles de GMPc estimulados por VIP se midieron en presencia de
atropina 1.107 M para comprobar si el efecto del VIP era indirccto, a traves de
un cambio de afinidad de los receptores muscarinicos de acetilcolina. No se
observaron diferencias significativas en los niveles de GMPc con y sin
atropina (datos no mostrados) sugiriendo un efecto directo del VIP para
activar la acumulacion de este mensajero ciclico.

Resumiendo los resultados expuestos hasta aqui, podemos decir
que en las glandulas submaxilares de los ratones NOD no se detecta
actividad de la 6xido nitrico sintasa en condiciones basales ni ante la
estimulacion de receptores muscarinicos o de VIP. El efecto comienza
a las 12 semanas y es similar, aunque de menor magnitud, en parétidas.
Asimismo, en las glindulas de estos ratones no se observa acumulacién
de GMPc mediada por NO en respuesta al VIP.

Con el objeto de investigar posibles mecanismos responsables de este
efecto sobre la actividad de la o6xido nitrico sintasa en las glandulas
submaxailares, planteamos las siguientes hipotesis:

A. Alteracién en la expresion y/o localizacion de una o
varias de las isoformas de NOS en las glindulas
salivales.

B. Alteracién en la transcripcion del ARNm de la o las
isoformas involucradas.

C. Regulacion de 1la actividad de la NOS por
disponibilidad de sustratos o cofactores de la enzima.

D. Regulaciéon de la actividad por fosforilacion mediada
por quinasas
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Plteracion en la expresidn y loealizaeion de una o varias
de las isoformas de NOS en las ¢landulas salivales.

Expresidn de isoformas de NOS por ipmunodetession sobre pitrosekilosa

El siguiente paso consistio en identificar las diferentes 1soformas de la
NOS y las posibles alteraciones en alguna o algunas de ellas en las glandulas
saltvales de los ratones NOD. Para cllo se realizaron homogenatos de
glandulas salivales, y los extractos de las mismas se sometieron a electroforesis
en gel de poliacnilamida (SDS-PAGE) y a una posterior inmunodeteccion con
anticuerpos monoclonales especificos contra las tres isoformas de la
NOS(@immunobotting). Ademas del control positivo para cada isoforma,
provisto por el fabricante junto con los anticuerpos, se utiliz6 como control
positivo un extracto de corteza cercbral de los mismos animales de los cuales
se habian extraido las glandulas salivales.

La figura 11 muestra una modificacion en el patron electroforético de la
NOS I en glandulas submaxilares de ratones NOD. En cambio en la parétida
de los ratones NOD se observé una disminucion de la intensidad de 1a banda.
La modificacton en el patrdn electroforético de NOS T no se observa en el
cerebro de estos animales.

Para lograr la inmunodeteccion de las 1soformas NOS 11 y NOS 111 con
el método de deteccion de fosfatasa alcalina, se debid aumentar la
concentracion proteica de los homogenatos para sembrar en cada calle del gel.
Se pasé de 75-100 pg/calle a 150-200 pg/calle, confirmando de este modo los
resultados de otros autores sobre la expresion mayorntana de NOS I en este
tipo de tejido exdcrino. Como muestra la figura 11, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de la 1soforma NOS 11, ni en la NOS
I entre BALB/c y NOD en ninguno de los tejidos estudiados. Incluso no se
detecto la presencia de NOS 11 en glandulas submaxilares de ratones NOD nt
en los controles por este método.
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Figura 11: Expresion de las ssoformas de NOS en glandulas salivales y cerebro
de ratones NOD y BALB/c. Los extractos de tejidos de ratones NOD vy
BALB/c fueron obtenidos como se describe en materiales v métodos.
Extractos de glandulas submaxilares (SM), parotidas (P), corteza cerebral (C) v
control positivo (+) fueron sometidos a una SDS-PAGE 7,5% vy
posteriormente a ensayos de inmunoblotting con anticuerpos monoclonales
especificos para las isoformas NOS 1, II, III. Las flechas indican las bandas
correspondientes a cada isoforma, con el peso molecular relativo en kDa. El
resultado mostrado es representativos de al menos 5 experimentos similares

Loealizasién de la isoforma NOS | por ipmunohistoquimiea

Basandonos en los resultados de actividad acerca de la participacion de
isoformas dependientes de Ca'? y en los resultados de inmunodeteccion
sobre nitrocelulosa donde el perfil electroforético de la 1soforma NOS T se
encontraba alterado, nos centramos en el estudio de esta isoforma en
glandulas submaxilares y determinamos su localizacion y distribucion en
cortes de tejido glandular.
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Figura 12: Inmunohistoquinmica de NOS T en glandulas submaxilares de ratones NOD y controles. Glandulas
submaxilares de ratones NOD v BALB/c fueron extraidas y fijadas e incluidas en parafina como se indica en
materiales y métodos. Posteriormente se realizaron imunodeteccion de NOS 1 con anticuerpos como se
describe en materiales y métodos.

No se observan diferencias en la localizacion de la 1soforma NOS 1 en
las glandulas submaxilares de los ratones NOD y los controles (figura 12).
Resultados idénticos se observaron en glandulas parétidas para esta isoforma,
indicando que la menor actividad de NOS observada en los ratones NOD no
se debe a una diferente expresion o localizacion en las glandulas salivales.

Plteraeion en la trapseripeion del ARNm de NOS |

in vista de la alteracion observada en el patron electroforético proteico
de la NOS I, nos preguntamos st los niveles de ARN mensajero (ARNm) de
esta 1soforma podrian estar alterados en las glandulas de los ratones NOD. Se
realizaron ensayos de RT-PCR en extractos conteniendo ARNm de las
glandulas salivales de ratones NOD y BALB/c, y como control positivo se
utilizo corteza cerebral de los mismos animales.

Como se observa en la figura 13, no hay diferencias significativas en los
niveles de ARN mensajero en las glandulas submaxilares y parotidas de las dos
cepas de ratones, por lo cual la menor actividad y diferente patron de
expresion no pueden ser atribuibles a variaciones en los niveles del mensajero
de NOS I. Por tanto nos orentamos al estudio de una posible regulacion
negativa de la acttvidad de NOS por diferencias en la disponibilidad de
cofactores, por la menor accesibilidad del sustrato o por modificaciones post-
traduccionales capaces de inhibir la actividad de la enzima, como se propuso
para la fosforilacion por PKC o CaMKIL
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Figura 13: Expresion del ARN mensajero de la isoforma NOS T en glandulas
salivales v corteza cerebral de ratones NOD y BALB/c. Los ARNs de tejidos de
ratones NOD y BALB/c fueron obtenidos como se describe en matertales y
métodos. ARN de glandulas submaxilares (SNI), parotidas (P), corteza cerebral
(Cer) fueron sometidos a una RT-PCR con primers especificos para NOS I y
GAPDH. Los resultados son representativos de 4 experimentos similares v las
barras indican las areas relativas de las bandas obtenidas en esos 4 experimentos.

Regulaeion de la aetividad de la NOS por disponibilidad de
sustrato o eofaetores de la enzima.

Disponibilidad de sustrato y eofaetores de la NOS

La NOS requiere la presencia de diversos cofactores para su actividad, y
una deficiencia en alguno de estos puede producir una disminucion en la
actividad de la enzima. Otro factor que podria reducir la actividad enzimatica
es un menor acceso al sustrato, por ejemplo por una deficiencia en el
transporte del sustrato al medio intracelular.
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Se realizaron estudios para comprobar st algunos de estos fenémenos
eran responsables de la disminucion de la actividad de la NOS que se observa
en los ratones NOD de alrededor de 15 semanas. Para ello se modifico la
técnica de medicion de la actividad de 6xido nitrico sintasa. ILa técnica
empleada hasta el momento permitia medir la conversion de argininia en
citrulina en el tejido intacto en lugar de en un extracto, es decir, no supone el
agregado de cofactores en forma exdgena sino que el tejido, en un medio
fisiologico y oxigenado permanentemente, utiliza los cofactores disponibles en
el medio intracelular. Del mismo modo, el aporte de arginina marcada
exogena también se encuentra sujeto a los mecanismos de transporte del
aminoacido a través de la membrana. Por todo esto y en el marco de la
hipotesis de que la menor actividad de NOS estuviera relacionada con una
menor disponibilidad de cofactores o de sustrato, realizamos la determinacion
de la actividad de NOS en un extracto de tejido glandular en presencia de
cofactores agregados de forma exdgena al medio de incubacion.
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Figura 14: Actividad de NOS en extracto de glindulas submaxilares de
ratones NOD y controles. Homogenatos de glandulas submaxilares de
ratones NOD (@) y BALB/c () fueron incubadas con el agregado del
sustrato y los cofactores de NOS y en presencia y ausencia del inhibidor
de NOS, como se indica en materiales y métodos. Los valores
representan la media £ ES de 3 experimentos. ** Diferencias
significativas con respecto alos ratones controles, p<0.05.

La figura 14 muestra la actividad de la NOS medida en glandulas
submaxilares de los ratones BALB/c en estas condiciones. En cambio en los
ratones NOD no se detecta la actividad de la enzima descartando que la
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disminucion de la actividad de NOS observada en estos ratones NOD se deba
a una menor disponibilidad de sus cofactores o a un impedimento en el
transporte de la arginina al citosol.

Utilizasion de la arginina por otras vias metabdlieas

La disponibilidad de sustrato también podria modificarse por la
utilizacion del mismo en otras vias metabolicas que no condujeran a la
produccion de NO, como por ejemplo el ciclo de la urea. Como ha sido
mencionado anteriormente el método utilizado para medir la actividad de la
NOS consiste en la determinaciéon de la conversion enzimatica de 1-["*C]-
arginina en [“C]-citrulina. También la arginasa consume L-arginina para
producir urea. Con el objeto de estudiar s1 en las glandulas salivales de los
ratones NOD se observan diferencias en la actividad de arginasa, se evaluo la
la formacion de urea en dos concentraciones de arginina.
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Figura 15: Medicion de produccion de urea por glandulas
submaxilares de ratones NOD y controles. Las glandulas submaxilares
de ratones NOD (@) y BALB/c () se incubaron en presencia de
arginina (1,5 uM). Posteriormente se mudieron los niveles de urea
presentes en la glandulas submaxilares como es indicado en materiales
ymétodos. Los valores representan lamedia + ES de 3 experimentos.

En la figura 16 se muestra la conversion de arginina en urea por las
glandulas submaxilares de hembras de ratones NOD y controles. Se puede
apreciar que no existen diferencias significativas en la actividad entre ambas
cepas de ratones. Con arginina 10 pM en glandulas submaxilares y en las
glandulas parétidas con ambas concentraciones tampoco se observaron
diferencias (datos no mostrados). Estos resultados indican que la actividad de
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arginasa es semejante en las glandulas de ambas cepas y, a estas
concentraciones de sustrato, esta via enzimatica no participaria en la
disminucién de la formacién de [**Cl-citrulina observada.

Regulaein de la astividad por fosforilagion mediada por
quinasas

Regulasicn post-tradussional por P

Se ha demostrado que la 6x1do nitrico sintasa es capaz de ser regulada
por fosforilacion. Diversos autores postulan que varias proteinas quinasas son
capaces de mediar dicha accion. Recientemente hemos descrito una regulacion
negativa de la actividad de NOS por PKC en glandulas submaxilares y
parotidas de rata. Pero otra quinasa, como es el caso de la quinasa dependiente
de Ca*'-Calmodulina 11 (CaMK II), también podtia tener un papel clave en la
regulacion negativa de la NOS, espectalmente de la NOS T (Hayashi, 1999). Por
tal motivo, estudiamos la actividad de NOS en las glandulas salivales de
ratones NOD y controles en presencia de inhibidores selectivos para estas
quinasas.
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Figura 16: Efecto del mhibor de PKC sobre la actividad de NOS en
glandulas submaxilares de ratones NOD vy controles. Glandulas
submaxilares de ratones NOD (@) y BALB/c () fueron incubadas con el
sustrato v en presencia o ausencia de 50 nM de bisindolilmaleimida(BIS),
segun corresponda. Posteriormente se determiné la actividad de NOS,
como se indica en materiales y métodos. Los valores representan la media £
ES de 3 experimentos. **Diferencias significativas con respecto a los
ratones controles, p<0.05.
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En primer término se realizaron ensayos de actividad de la 6xido nitrico
sintasa en condiciones basales y en presencia de un inhibidor especifico de
PKC, como es la bisindolilmaleimida, a una concentracion que inhibe
selectivamente la proteina quinasa C.

En la figura 16 se observa que la actividad de la NOS en glandulas
submaxilares no se modifica en presencia del inhibidor de PKC en los ratones
NOD n1 en los controles. St existiera una regulacion por fosforilacion en
glandulas submaxilares de ratones ésta no seria mediada por PKC.

Regulasion post-traduesional por Ca/Ty(l

En segundo término, se determiné si la disminucion de la actividad de
la NOS podria deberse a la actividad de la quinasa CaMKII. Se realizaron
ensayos de actividad de la NOS con un inhibidor de esta quinasa, como es el
KN-93.
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Figura 17: Efecto del mnhibidor de la Calcio-Calmodulina Kinasa II sobre la
actividad de NOS en glandulas submaxilares de ratones NOD y controles. La
actividad de NOS se determind como se describe en materiales y métodos. Los
experimentos se realizaron con 5 pM de KN-93 en presencia o ausencia de
LNMMA. Los valores representan la media + ES de 5 experimentos. * Diferencias
significativas de KN-93 vs. basal en cada cepa, p<0.05. ** Diferencias significativas
entre basal de NOD vslos ratones controles, p<0.05.

La figura 17 muestra que al inhibir la accion de esta quinasa en las
glandulas submaxilares de ratones NOD se observa un aumento significativo
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(p<0,05) de la actividad de NOS. También se observa que en ratones
BALB/c hay un aumento significativo cuando se mide la actividad de NOS en
presencia del inhibidor de CaMKII. Un aumento similar en presencia del KN-
93 se observa en glandulas parotidas de ratones NOD (datos no mostrados).
Estos resultados indican que la disminucion de la actividad de NOS podria
deberse a una regulacion negativa por fosforilacion por parte de CaMKII.

Resultados similares se obtuvieron cuando se realizaron estas mismas
mediciones de actividad de NOS en un extracto de glandulas submaxilares. Se
observo que la presencia de KN-93 en el medio de incubacion produce un
aumento significativo (p<0,05) en la actividad de la enzima en ratones NOD.
Esto confirma el resultado obtenido en glandulas submaxilares enteras de
estos ratones, es decir, que la CaMKII estaria inhibiendo la actividad
enzimatica de la NOS y no la entrada de arginina a la célula, o la
disponibilidad de los cofactores (Figura 18).
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Figura 18: Efecto del inhibidor de la Calcio-calmodulina Kinasa IT sobre
la NOS en extractos de glandulas submaxilares de ratones NOD vy
controles. Homogenatos de glandulas submasxilares de ratones NOD (@)
y BALB/c () fueron incubadas con el agregado del sustrato y los
cofactores de NOS y en ausencia o presencia de KN-93. La actividad de
NOS se determind como se indica en materiales y métodos. Los valores
representan lamedia = ES de 3 experimentos. *Diferencias significativas
con respecto al valor basal, p<0,005.

Por otro lado investigamos st la inhibicion de CaMKII modificaba los
parametros cinéticos de la NOS y, del mismo modo, si se alteraba la
sefializacion mediada por oxido nitrico, como es el caso del GMPc. Se
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realizaron ensayos de actividad enzimatica en presencia de KN-93 con
concentraciones crecientes de arginina y posteriormente se calcularon los
parametros cinéticos Ky, y Vmax.

La figura 19 muestra el grafico de velocidades iniciales para la actividad
de NOS en glandulas submaxilares de ratones BALB/c, de ratones NOD y de
ratones NOD tratadas con KN-93 (NOD + KN-93). Se observa saturacion
en el caso de ratones BALB/c y se calcularon los parametros cinéticos
expuestos en la tabla. Esto no sucede en los ratones NOD en los que no se
llega a concentraciones saturantes de arginina en el rango de concentraciones
usados para los ratones controles y conocidos para la NOS en la bibliografia.

Sin embatgo, la preincubacion de las glandulas submaxilares de ratones
NOD con KN-93 restituye la actividad de la NOS con parametros cinéticos
semejantes a los de los ratones controles (tabla 4)
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Figura 19: Actividad de NOS con concentraciones crecientes de arginina y su relacién con la Calcio-
Calmodulina Kinasall. Glandulas submaxilares de BALB/c () fueron incubadas con concentraciones
crecientes del sustrato y glandulas submaxilares de ratones NOD fueron incubadas con concentraciones
crecientes de arginina sola f== ) 0 en presencia (== Jde KN-93. Se determind la actividad de NOS como
se ha indicado en materiales v métodos. Los valores representan la media = ES de al menos 4
expenimentos en cada concentracion de arginina.

Igualmente, quisimos ver st la inhibicion de CaMKII con KN-93
modifica la acumulacion de GMPc estimulada por VIP. Para ello realizamos
experimentos de medicién de los niveles del nucledtido ciclico en glandulas
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submaxilares en condiciones basales y estimuladas con VIP 107 M en
presencia o ausencia de KN-93.

BALB/c NOD NOD + KN-93
Ku 3.05+1,05 | No determinado 2.51 +0.94
(nM)
Vmax 2311 + 616 No determinado 1682 + 561
(fmol/mg)

Tabla 4: Cilculo de parametros cinéticos de la enzima 6xido nitrico sintasa en glandulas submaxilares de
ratones NOD y controles. Las glandulas fueron incubadas con concentraciones crecientes de arginina y
posteriormente se midi6 la actividad de 1a NOS como se indica en materiales y métodos.

La figura 20 muestra que el agregado de KN-93 en el medio de
incubacion de las glandulas submaxilares en ratones controles no modifica
significativamente la acumulacion de GMPc basal ni la estimulada con VIP
107 M. En cambio, en ratones NOD se observa que el agregado de KN-93
aumenta la acumulacion de GMPc estimulada por VIP, sugiriendo que la
inhibicion de la CaMKII también restaura la sefializacion mediada por 6xido
nitrico en las glandulas de estos ratones
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Figura 20: Efecto de la Calcio-Calmodulina Kinasa IT en la acumulacion de GMPc en
glandulas submaxilares de ratones NOD y control. Glandulas salivales de NOD (@) v
BALB/c (© ) en condiciones basales o estimuladas con de VIP fueron incubadas en
presencta (@) o en ausencia () de KN-93. La determinacion de los niveles de GMPc se
realizé como se indica en materiales y métodos. Los valores representan la media £ SEM
de 4 experimentos . * Diferencias significativas con respecto a los niveles de GMPc en
ausencia de KN-93, p<0.05.
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Resultados y Conalusiones

Los resultados indican una regulacion negativa por CaMKII de la
actividad de NOS tanto en BALB/c como en NOD. En estos ultimos el
inhibidor de la CaMKII restituye la actividad de NOS y la acumulacion
de GMPc producida por NO.
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Los resultados expuestos indican que las glandulas salivales de ratones
NOD presentan una menor actividad de NOS a partir de las 12 semanas
comparada con las de ratones BALLB/c de 1a misma edad y ratones NOD de 8
semanas. la disminucion es total en el caso de las glandulas submaxilares en
las que no se detecta actividad de NOS. El efecto sobre 1a NOS coincide con
una reduccién del flujo salival estimulado por pilocarpina sola o pilocarpina y
VIP. Ambos cfectos preceden al aumento de los niveles de citoquinas Th, en
las glandulas y en el suero y a la aparicion de infiltrados linfomononucleares
en las glandulas. Ademas, los resultados apoyan la hipétesis de una regulacion

negativa de la NOS por CaM KII.

Eistas conclusiones se basan en la caracterizacion realizada del modelo
NOD en cuanto a aspectos histologicos, inmunolégicos y funcionales que nos
permiten distinguir cuatro etapas en el desarrollo de la sialoadenitis en los
ratones NOD prediabéticos:

Una etapa temprana asintomatica a las 10 semanas de edad en que se
observa una morfologia alterada de las glandulas submaxilares pero no de las
pardtidas. 1.as alteraciones consisten en un aumento del nimero de ductos por
campo sin modificaciones de la estructura de las células epiteliales. La funcion
secretonia es similar a la de los ratones controles al 1gual que la actividad de la

NOS. No hay cambios en los niveles de citoquinas nt infiltrados inflamatorios
en las glandulas.

Una segunda etapa, que comprende entre las semanas 12 y 14 de edad,
en la cual la relacion ductos/acinos se manticne elevada pero con valores
similares a los de la etapa anterior, comienzan a aparecer alteraciones de la
morfologia acinar y localizacion nuclear de los ductos sélo en glandulas
submaxilares. Se observa una disminucién del flujo salival, pero no de la
secrecion de amilasa. Comienza a detectarse una disminucion de la actividad
de la NOS que es mas pronunciada en glandulas submaxilares que en
parotidas.

Una tercera etapa, entre las 15 y 18 semanas de edad, en la que se
observa una progresion de las lesiones histologicas: las glandulas submaxilares
de los ratones presentan alteraciones morfologicas mas pronunciadas hacia el
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final de esta etapa, como la vacuolizacion del citoplasma, entre otras. Las
pardtidas no mucstran ninguna alteracion histologica. Los niveles de
citoquinas aun no se encuecntran modificados en los tejidos glandulares,
aunque ya hay un aumento de citoquinas Th, y disminucién de Th, en el
suero. Se pone en evidencia la disfuncion secretoria al estimular la secrecion
saltval con el agonista muscarinico pilocarpina como en la etapa anterior, pero
en este caso esta acompanada de una disminucién en la secrecion de amilasa
salival. I.a actividad de NOS ya no es detectable en glandulas submaxilares y
alcanza la maxima disminucion en las parotidas. No se observa acumulacién
de GMPc mediada por NO en glandulas submaxilares ni en parétidas.

Finalmente, una cuarta etapa a las 25 semanas en que los ratones aun
son prediabeticos, presentan las mismas alteraciones funcionales que en la
ctapa anterior con lesiones histologicas mas cvidentes, a las que se suma la
apancion de focos de infiltracion sélo en las glandulas submaxilares.

Algunas de las caracteristicas sefialadas habian sido descriptas por otros
autores. Por ejemplo, en relacion al aumento de la relacidon acinos/ductos
observada por nosotros solo en las glandulas submaxilares, Leiter (1998)
informé que los acinos de las glandulas submaxilares de ratones NOD
presentan apoptosts, no asi los de las glandulas parotidas. Esta apoptosis
acinar pudo ser evidenciada a partir de las 12 semanas de edad (Elkon, 1998) y
podra ser indicativa de una modificacion genéticamente programada (Leiter,
1998).

En cuanto a los niveles de citoquinas, no observamos cambios en los

niveles de TNF-a, 11L-12 ¢ 1L-10 en el suero hasta las 15 semanas. En los
tejidos blancos de la respuesta autoinmune, tanto en glandulas submaxilares
como en pardtidas, no hay varaciones de los niveles de las citoquinas Th, y
Th, analizadas a lo largo del periodo estudiado.. Y en el bazo, st bien TNF-a e
I1.-10 no se modifican hasta las 15 semanas tal como en ¢l suero y los tejidos,
el IFN gamma ya se encuentra aumentado en los sobrenadantes de
esplenocitos con respecto a los ratones BALB/c y se incrementa aun mas a las
12 semanas. Una mayor produccion de IFN gamma desde etapas tempranas
fue descrita en ratones NOD y fue relactonada con el desarrollo de la diabetes
(Tsumura, 1989). El incremento de IFN gamma observado por nosotros a las 12
semanas como la unica citoquina Th, de aparicion temprana podria deberse a
una poblacion de esplenocitos productores de IFN gamma con un umbral
mas bajo de activacion. Sin embargo, el hecho de que los niveles de IFN
gamma no aumenten en los tejidos sugiere que tales células no estarian
presentes como residentes en las glandulas a las 12 semanas. Otros autores
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han determinado un aumento de citoquinas Th1 en glandulas submaxilares de
ratones NOD pero éste fue detectado a las 20 semanas (Fox, 1994). En cuanto
a la expresion de estos mediadores, se ha descrito un aumento de la expresion
de las citoquinas 1L-1, TL-2, IL-10 e IFN gamma cn las glandulas submaxilares
de ratones de 20 semanas (Robinson, 1998). Por su parte Yamano y
colaboradores (1999) observaron una expresion mayor de 1L-1, IL-2 e 1L-10
por inmunohistoquimica en las células de los infiltrados presentes en las
glandulas y Yanagi y col. (1998) encontraron un perfil difcrente de expresion
local de ARNm de I1.-10 ¢ 11.-12 en glandulas submaxilares de estos ratones.

No podemos descartar que los cambios en los niveles de citoquinas
sean indetectables con las técnicas utilizadas, sin embargo resultados
preliminares (no mostrados en csta tesis) indican que los niveles de ARNm de
IL-10 son similares en las glandulas de BALB/c y NOD de 12 y 15 semanas,
confirmando las observaciones descritas. Por otro lado, vale destacar que los
métodos empleados aqui para la determinacién de citoquinas son los mismos
que se utilizan para describir mecanismos inmunopatolégicos como causa de
enfermedad en otros modelos de autoinmunidad e inflamacién cronica como
son la artritts reumatoidea en ratones DBA/2 y la enfermedad de Crohn
(Delgado, 2001; Abad, 2003).

El hecho de que la reduccion en la secrecion estimulada por pilocarpina
preceda al aumento de citoquinas promnflamatorias cn el suero y en las
glandulas y a la aparicion de infiltrados inflamatorios en las mismas, sugiere
que la respuesta autoinmune no es la responsable directa de la disfuncion en
las etapas tempranas. Ante esta evidencia nos preguntamos qué otros eventos
en las células glandulares, no mediados por la respuesta inmune, podrian
conducir a una pérdida de la funcién secretoria.

En otras enfermedades autoinmunes se ha propuesto que un fallo
funcional en el 6rgano blanco podria hacer mas susceptible al tejido a una
respuesta autoinmune dirigida contra el mismo. Asi, en el modelo de tiroiditis
en el pollo obeso se observo un aumento de la captacion de 1, al suprimir la
TSH, que sensibilizaria a la tiroides para la respuesta automnmune caracteristica
(Roitt, 1998). Del mismo modo, en un modelo de miocarditis autoinmune
inducido en ratones se observo una menor respuesta de las células cardiacas al
estimulo de acetilcolina previo a la infiltracion linfocitania del miocardio (Perez
Leiros, 1994). En cuanto a los ratones NOD, Kong y colaboradores (1998)
suginieron que la apoptosts en las glandulas submaxilares podria
predisponerlas para la respuesta autoinmune. Ademas, se ha descrito un
aumento de metaloproteasas y cambios en la expresion de receptores de
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neurotransmisores 3 adrenérgicos y muscarinicos en las glandulas de cstos
ratones, aunque dichas observaciones se hicieron en ratones de mas de 16
semanas (Hu, 1994; Nguyen, 2000; Cha, 2001).

En vista de estos antecedentes y basados en la funcion del 6xido nitrico
como mensajero tanto de receptores muscarinicos como de VIP, y su accion
pro-secretoria en parte a través de GMPc descritos en otras especies,
decidimos investigar la integridad del sistema L-arginina/NOS/GMPc en
glandulas submaxilares y parotidas de ratones NOD.

LLa pérdida de la actividad de NOS es progresiva a partit de las 12
semanas, coincide con el inicio de la disfuncidn secretona y, como se sefialo
mas arriba, no esta asociado a un aumento de citoquinas proinflamatorias en
el suero ni en las mismas glandulas. Estos resultados junto al hecho de que las
parétidas no presenten ningun cambio en los niveles de citoquinas ni cambios
histoldgicos y sin embargo el efecto sobre la NOS y sobre la acumulacion de
GMPc también se evidencien, permiten, nuevamente, descartar mecanismos
inmunopatolégicos como causa de la lesion funcional y sugicren la
participacion de la via L-arginina/NOS/GMPc en la disfuncion secretoria..

Nos preguntamos qué mecanismos podrian participar en la regulacion
negativa de la NOS en ¢l modelo de ratones NOD.

La pnimera hipotesis investigada fue si una actividad o expresion
diferencial de las 1soformas de NOS cra la responsable de estos cambios. La
conclusion acerca de la dependencia de calcio de la actividad de NOS en
ratones BALB/c y en NOD de 10 semanas, por un lado, y la falta de
actividad de NOS en las glandulas salivales de los ratones NOD de 14 a 16
semanas frente a la activacion de receptores muscarinicos de acetilcolina y de
VIP, confirmo la naturaleza constitutiva de las 1soformas afectadas.

Hasta el momento se habia informado sobre la presencia de NOS
constitutivas en glandulas salivales de rata, tanto submaxilares (Rettori, 2000;
Peréz Leirds, 2001) como parotidas (Rosignoli, 2002) por medictones 7z vitro y con
inhibidores de la actividad de NOS. Por otra parte la presencia de NOS | fue
detectada por inmunohistoquimica en glandulas salivales de rata y hurén
(Takai, 1999; Lomnizci, 1998; Alm, 1997). También se obsetvé que la isoforma
NOS II se puede expresar de forma constitutiva en algunos tejidos de
mamifcros, cn los cuales se incluyen las glandulas salivales de rata, y gato
(Lomniczi, 1998; Lohinai, 1995). Nuestros resultados indican que las glandulas
submaxilares de ratones normales expresan mayoritariamente NOS 1, una
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cantidad mucho menor de NOS I11 y no se detecta NOS 11, a diferencia de las
parotidas donde también hay una leve expresion de esta 1soforma.

En cuanto a los ratones NOD, las glandulas donde la actividad de NOS
no era detectable presentaron un patron electroforético alterado de la NOS 1.
No se observaron cambios con respecto a los ratones controles en ninguna de
las otras dos isoformas. Sin embargo, la localizacion de la NOS T por
immunohistoquimica fue similar en ambas glandulas de ratones BALB/c y
NOD, sugirendo una modificacion en la estructura mas que en los niveles de
la NOS I en los ratones NOD. La identificacion de la NOS I como la
isoforma afectada en glandulas submaxilares y parotidas sugierc un papel mas
importante para el 6xido nitrico de este origen en la secrecion salival frente al
proveniente de las otras isoformas presentes. Consistente con estas
observaciones, diversos autores le atribuyen una funcidon a las 1soformas
dependientes de calcio y con especial énfasis a la NOS 1, en la sefializacion
que media el flujo salival (Sugiya, 2001; Mitsui, 2000).

El hecho de que las dos glandulas salivales mayores de los ratones
NOD presenten alteraciones no solo en la actividad smno también ¢n la
expresion de la NOS 1 y que, sin embargo, difieran en las alteraciones
mortfologicas y en la respuesta inmune contra ellas, aporta mas evidencias a la
hipotesis de la participacion de la ruta L-arginina/NOS/GMPc en la
disfuncion secretoria que precede a la respuesta autoinmune. La reduccion en
la produccion de NO asociada a una reduccidon de la secrecion salival fue
descrito en ratas (Lomniczi 1998). Los mismos autores, trabajando en un
modelo de inflamacion inducido en ratas por tratamiento agudo con LPS
(Lomniczi, 2001), proponen que el aumento de prostaglandinas, principalmente
de la serie E, seria la causa de una actividad reducida de la NOS pero, a
diferencia del modelo autoinmune de los NOD, en las ratas tratadas con LLPS
la 1soforma involucrada en dicha regulacion es la NOS 11.

En estudios en un modelo de dolor cténico en rata se pudo obscrvar
que la regién N-terminal de la sustancia P es capaz de regular negativamente la
expresion de NOS [y por consiguiente la disminucidon de su actividad (Kovacs,
2001). Paralelamente, en un modelo de fallo renal cronico también se pudo
determinar que los niveles de expresion del ARN mensajero de NOS 1 fueron
menores que en ratas normales (Roczniak, 1999). Por tal motivo las glandulas
que presentaron una actividad reducida de la NOS se analizaron en paralelo
por RT-PCR. Contrartamente a lo esperado no se encontr6 ninguna diferencia
en niveles de ARNm de la enzima en las glandulas de los ratones NOD con
respecto a los ratones controles, indicando que otros mecanismos de
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regulacion como la disponibiidad de sustratos y cofactores o la fosforilacion
podrian ser responsables de la menor actividad de la NOS.

Nuestro disefio experimental para medir actividad de la NOS utiliza el
O0tgano entero y por consiguiente el sustrato agregado, L-arginina, debe
ingresar a las células. Por otro lado, en este disefio, la sintasa utiliza para la
conversion de la arginina a citrulina Gnicamente los cofactores existentes en
las células. Con el objeto de verificar si la disponibilidad de estas sustancias
afectaba la actividad de NOS en los ratones NOD, modificamos el método de
determinacion de la actividad enzimatica para medirla en homogenatos de
glandulas submaxilares de ambas cepas de ratones con el agregado de todos
los cofactores requeridos y de arginina.

La persistencia del efecto en estas condiciones sugiere que el mismo no
es causado por un déficit en el transporte de la arginina ni por diferencias en la
disponibilidad de cofactores. St bien el efecto se mantiene, la magnitud de la
disminucion en la actividad de NOD versus BALB/c es menor. Esto podria
dcberse a que en la medicion en glandulas enteras se mantiene la integridad y
la localizacion de los distintos actores del sistema, asi como también al hecho
que el tejido es gaseado permancntemente con oxigeno, uno de los sustratos
de 1a NOS. Este resultado ademas valida la modificacidon que realizamos a la
técnica oniginal de Bredt y Snyder (1992). Al respecto vale comentar que, st
bien los resultados de ambas técnicas son comparables, la que utiliza ¢l tejido
entero resultd mas sensible no solo para ver diferencias entre BALB/c y
NOD sino también porque en ratones BALB/c se observo una regulacion por
CaM quinasa que no pudo ser detectada con la otra técnica.

La medicion de arginasa aporté evidencia adicional acerca del
mecanismo de regulacion, ya que los resultados permiten descartar que la L-
arginina fuera consumida por esta enzima -con un Ky, tres 6rdencs mayor que
el de la NOS. La actividad de arginasa fue descripta en glandulas salivales de
ratones (Yasuda, 2004). Por otro lado, se describidé un aumento en la expresion
de arginasa I inducido por la respuesta Th2 en macrofagos derivados de
médula dsca (Mobdell, 1995). Mas aun, Meurs y col. (2003) postulan esta via
como un mecanismo regulatorio de la produccion de NO en el proceso
inflamatornio caracteristico del asma. En ¢l marco de esta hipotesis, nuestros
resultados no solo confirman que la menor disponibilidad de sustrato no es la
causa de la menor actividad de NOS sino que descartan que el mecanismo
regulatorio por aumento de la actividad de arginasa se encuentre activo en las
glandulas de ratones NOD lo cual, ademas, es coherente con el tipo de
respuesta Th1 descrito en el modelo (van Blokland, 2002).
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Descartadas las hipotesis anteriores estudiamos la regulacion de la
actividad de NOS por quinasas. Entre varios mecanismos descritos, la
fosforilacion por PKC y CaMKII tienen un papel preponderante
especialmente para la NOS 1 (Hagashi, 1999; Nakane, 1995; Bredt, 1992). Sc
describiéo que inhibidores de PKC por un lado, y de CaMKIl por otro,
revierten la estimulacion de la actividad de NOS producida por la induccion
con agonistas de receptores muscarinicos de acetilcolina en glandulas salivales
de rata (Pércz Leiros, 2000; Rosignoli, 2002; Ishikawa, 2002).

No pudimos observar ninguna regulacion por PKC en glandulas
submaxilares de los ratones NOD. En contraste, un inhibidor de 1a CaMKII,
KN-93, fue capaz de estimular la actividad de la NOS en los ratones BAL.B/c,
y también lo hizo en las glandulas submaxilares de los ratones NOD. No
pudicron calcularse los parametros cinéticos de la NOS en los ratones NOD
mientras que, con el agregado de KN-93, los parametros cinéticos calculados
fueron semejantes a los observados en los ratones controles. Confirmando el
aumento de actividad de la NOS, el agregado de KN-93 al medio de
mncubacion de las glandulas submaxilares de NOD también restaura la
acumulacion de GMPc.

Estas diferencias aparentes entre la rata y cl ratéon en cuanto a la
regulacion de la NOS por PKC, en rata y por CaMK II en ratén podrian
atribuirse a un tono parasimpatico diferente de las glandulas, como se refleja
en la menor sensibilidad al efecto estimulatorio sobre la NOS del agonista
muscarinico catbacol en las glindulas submaxilares de ratones BALB/c
normales frente a lo observado en ratas (Pérez Leiros, 2000). Mientras que la
actividad de PKC y su sefializacion se estimulan a través de los receptores
muscarinicos de acetidcolina en las glandulas de la rata (Pérez Leiros, 2000), es
posible que el medio intracelular inducido por la respuesta mayor a la
activacion de receptores muscarinicos en glandulas de la rata respecto del
raton pudieran condicionar la capacidad de PKC de regular a la NOS.

Eis interesante obscrvar que la actividad de CaMKIl se encuentra
aumentada durante la apoptosis inducida por varios estimulos en las lineas
humanas U937, HL-60 y KG1a. Esta ultima es una linca de leucemia donde la
CaMKII media la transducion de la sefial al nucleo para iniciar la
fragmentacion del DNA (Wright, 2003). Una asociacion similar entre apoptosts
y aumento de actividad de CaMKII se demostré en células cardiacas (Zhu,
2002). St bien no hemos demostrado en csta tesis una relacién causal entre
actividad de CaMKII y apoptosis acinar, nuestras observaciones indican una
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asoctacion de los dos fendmenos: la actividad de CaMKII participa en la
regulacion negativa de la NOS en los ratones NOD, por un lado, y en dichas
glandulas se observa un aumento del numero de ductos indicativo de una
pérdida de acinos con imagenes apoptoticas visibles, ambos fenomenos desde
las 12 semanas.

Otros autores informaron apoptosis de células acinares en los primeros
estadios de la enfermedad en glandulas submaxilares de ratones NOD aunque
no lo relacionaron con cambios en las rutas de sefializacion (Kong, 1998).
Tentendo en cuenta la asociacion entre CaMKIL y apoptosis comentada en
otras ceélulas, la informacion publicada acerca el 6xido nitrico y el GMPc en la
secrecton salival (Xu, 1997; Lominczi, 1998; Sugiya, 2001; Looms, 2002) y la
asociacion de acontecimientos apoptoticos con el efecto de la CaMKII en los
ratones NOD descriptos en esta tests, se puede especular acerca de la
participacion de esta quinasa en la patogenia de la disfuncion secretora. Sera
necesario realizar nuevas investigaciones para probar esta hipotests.

Consideraciones finales y perspectivas futuras:

Las enfermedades autoinmuncs sistémicas son un complejo espectro de
desordenes que incluyen desde el lupus entematoso sistémico (LIS) y la
artritts reumatoidea hasta las mas especificas de 6rgano como la tiroiditss
automnnmune. El Sindrome de Sjogren ocupa un lugar particular en este
cspectro dada la combinacion de respuestas sistémicas y dingidas contra las
glandulas exocrinas.

El estudio de los mecanismos etiopatogénicos de esta enfermedad se
ha encarado con diversos disefios experimentales que incluyen estudios ex
vivo con tejidos exocrinos de pacientes, la accion del suero de los pacientes
sobre la actividad sccretoria en animales de experimentacion, el desarrollo de
cepas transgénicas relacionadas con las proteina SS-A/Ro y varios modelos de
staloadenttis tinducida o espontanca en ratones y otras especies. La ventaja de
los modelos espontaneos, y en especial del modelo NOD, reside en que
permiten investigar modificaciones tempranas de la respuesta nmune y de la
morfologia y funcion glandular que podrian conducir a la sialoadenitss, asi
como manipular farmacolégicamente distintas vias de transduccion de sefiales.
De hecho, una de las preguntas mas interesantes que sc plantean en los
desordenes inflamatorios es si1 las alteraciones funcionales dentro de los
organos afectados pueden aumentar la susceptibilidad de sus células hacia una
reaccion inflamatoria. Las modificactones de la estructura de ciertas moléculas
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o de sus vias de sefializacton podrian ser los primeros eventos que activaran
sistemas de deteccion que normalmente reportan dafio tisular, poniendo en
marcha una respuesta inflamatoria. Este punto de vista puede resultar
interesante no solo para comprender los mecanismos de enfermedad sino
ademas podtian contribuir al desarrollo de terapéuticas mas especificas.

in cuanto a las proyecciones de estos resultados, las células apoptoticas
son generalmente eliminadas con gran eficiencia, y tipicamente inducen
tolerancia inmunitania (Gallucci, 1999; Sauter, 2000). Es posible, sin embargo, que
la induccidon de tolerancia por apoptosis pueda ser afectada iniciando una
respuesta autoitnmune (Rosen, 2001). La muerte celular por apoptosis podria
formar estructuras nuevas de autoantigenos no generadas durante los tipos de
muerte celular que normalmente tolerizan el desarrollo de células T y B. Al
respecto, un modelo murino que posee una mutacion en un receptor tirosina
kinasa Mer, al cual se le atribuye participacidn en la fagocitosts en macrofagos
y a la lmpteza de células apoptoticas (Scott, 2001), aporta nueva cvidencia 7n
vivo que apoya la hipdtesis de un defecto en la eliminacion de células
apoptoticas subyacente en la autoinmunidad sistémica.

En los ratones NOD, s1 bien la apoptosis en las glandulas submaxilares
se encuentra documentada, no hay un consenso unificado sobre s1 se presenta
un incremento de este fendmeno en este 6rgano y en el momento en cl cual se
puede apreciar la apoptosts (Kong, 1998; van Blokland, 2003). Sin embargo hemos
observado que si se puede detectar un aumento de la cantidad de ductos por
campo con respecto a los ratones controles desde antes de que se produzca la
disfuncién salival. Paralelamente también hemos descrito que la CaMKIl
regula negativamente a la 6xido nitrico sintasa. En varios modelos se asocia la
actividad de la CaMKII a la induccion de apoptosts (Zhu, 2003; Fladmark, 2002),
con lo cual sc podria especular sobre un mecanismo similar en los NOD y su
estudio requerira un analisis integrado de los diversos mecanismos propuestos.
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