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La autoinmunidad es una causa importante de enfermedad en los seres
humanos. lil síndrome de Sjógren es una enfermedad inflamatoria crónica que
se caracteriza por una pérdida progresiva de la secreción salival y lagrima]. La
cepa de ratones diabéticos no obesos (NOD) es el modelo murino más
ampliamente utilizado para el estudio de esta enfermedad debido a que el
desarrollo de la sialoadenitis está acompañado por una disminución de la
respuesta secretoria.

Estudios en las glándulas salivales sugieren que el óxido nítrico podría
tener un papel en la regulación de la secreción salival. Por tal motivo nuestro
objetivo es investigar si la disfunción secretoria de los ratones NOD está
asociada a alteraciones en la actividad de la óxido nítrico sintasa y su relación
con la aparición de infiltrados linfocitarios en las glándulas o la expresión de
citoquinas en las mismas.

Los resultados expuestos indican que las glándulas salivales dc ratones
NOD presentan una menor actividad de NOS a partir dc las 12 semanas
comparada con la de ratones BA]¡B/c de la misma edad y ratones NOD de 8
semanas. La disminución es total en el caso de las glándulas submaxilares. El
efecto sobre la NOS coincide con una reducción del flujo saliva] estimulado
por pilocarpina sola o pilocarpina y Vll). Ambos efectos preceden al aumento
de los niveles de citoquinas proinflamatorias en las glándulas y en el suero y a
la aparición de infiltrados linfomononucleares en las glándulas.

Además los resultados apoyan la hipótesis de una regtflación negativa
de la NOS por CaM Kll, como el mecanismo responsable de la disminución
de la actividad observada.

Palabrasclaves:Autoinmunidad; NOD; Óxido nítrico síntasa; Cítoquinas;
Calcio calmodulina quínasa II.



Abstract:

Autoimmunity is an important cause of disease in human beings.
Sjógren’s syndrome is a chronic autoimmune disorder characterized by
histological and functional alterations of exocrine glands that result in a severe
dryness of the mouth and the eyes. The non obese diabetic (NOD) mouse
model of Sjógren’s syndrome is the widest model used due to the fact that the
development of sialoadenitis is associated to a decrease of salivary secretion.

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

Our results show that the salivary glands of NOD mice present a
diminished activity of NOS compared with BALB/c of same age and NOD
mice of 8 weeks old. 'l'he loss of activity is complete in submandibular glands.
'l'he effect of NOS is 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 CaMKIl, as the responsible mechanism for the decrcase of the
activity observed.

Kg}!words:Autoímmunity; NOD; Nin-ic oxide synthase; Cytokines;
Calcium calmoduline Kinase II.
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lnl‘roqlucclón

A principios de siglo, Paul Ehrlich acuñó la expresión “borrar
autotoxz'rm”para describir la capacidad del sistema inmunitario de un individuo
de reaccionar contra antígenos propios y producir una lesión tisular. Esta
observación había sido hecha por los inmunólogos desde el momento en que
se reconoció la especificidad del sistema inmunitario para los antígenos
extraños. Cuando Macfarlene Bumet propuso la hipótesis de la selección
clonal unos 50 años después, añadió el corolario de que los clones de
linfocitos autorreactivos se eliminaban durante el desarrollo para evitar las
reacciones inmunitarias.

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 últimos 25 años, se han propuesto múltiples factores
que interactúan entre sí 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 autoinmunitarias a algunas enfermedades
en que la respuesta inmunitaria contra antígenos extraños está acompañada
por lesión tisular. Además, es necesario tener en cuenta que la presencia de
anticuerpos o células T reactivas contra antígenos propios puede ser la causa y
no la consecuencia de la lesión tisular.

Las enfermedades autoinmunitarias pueden ser específicas de órgano o
sistémicas, en un extremo las primeras se caracterizan por las respuestas
dirigidas contra antígenos de distribución tisular restringida, que conducen a
lesiones en determinados órganos, mientras que las sistémicas presentan
respuestas frente a antígenos ampliamente diseminados con producción de
complejos inmunes circulantes. En la enfermedad de Hashimoto, un ejemplo
de enfermedad especifica de órgano, hay una lesión específica de tiroides con
infiltración de células mononucleares (linfocitos, macrófagos y células
plasmáticas), además de la producción de anticuerpos circulantes con
especificidad absoluta para ciertos constituyentes de la glándula tiroides. En el
otro extremo, las enfermedades autoinmunitarias sistémicas o no específicas
de órgano, en general pertenecen a la clase de trastornos reumáticos como por
ejemploel lupuseritematososistémico (Tabla1).
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Hacia el centro del espectro se encuentran los trastornos en los cuales
las lesiones tienden a estar ubicadas en un único órgano, pero los anticuerpos
no son específicos del órgano.

I I
Especrficas g ; No Especrficas

I 7de organo de organo
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Tabla l: Espectro de enfermedades autoiumunes. Esta tabla representa un intento de englobar
lasprincipales patologías consideradas como asociadascon la autoinmunidad.
Extraído de Essential Immunology, Roitt 2003.

El sindrome de Sjógren ocupa un lugar particular dentro de las
enfermedades reumáticas ya que además de las manifestaciones clínicas y
serológicas asociadas con las enfermedades sistémicas, se describen trastornos
específicos de órgano. Los pacientes con síndrome de Sjógren presentan una
respuesta inflamatoria crónica y la función alterada de las glándulas salivales y
lagrimales causando sequedad en la boca (xerostomía) y los ojos
(keratoconjuntivitis sicca). También pueden encontrarse afectados otros
órganos, dando por resultado una amplia gama de síntomas posibles.

El primer médico que enunció su
sintomatología fue Mikulicz en 1898, de
este modo esta condición fue llamada

"síndrome de Míkulicz". Sin embargo, esta
enfermedad toma su nombre a partir del
Dr. Henrik Sjógren (foto 1), un oftalmólogo
sueco, que estudió la asociación de los
síntomas de la boca y los ojos secos, con la
artritis reumatoidea
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En la actualidad se reconocen dos formas de manifestación de esta
enfermedad:

El síndrome de Sjógren primario, caracterizado por la sequedad
de las mucosas aunque no asociado a otras enfermedades autoinmunes, y el
síndrome de Sjógren secundario, que se diagnostica en presencia de otra
enfermedad autoinmune. Además de afectar las glándulas lagrimales
(dacryoadenitis) y salivales (sialoadenitis) (foto 2) también puede afectar la
secreción en otros órganos, como es el caso del estómago, el páncreas, los
intestinos, y puede causar sequedad en otras mucosas como la de la nariz, la
garganta, las vías aéreas y el tracto vaginal. Finalmente, los pacientes con
síndrome de Sjógren padecen una fatiga extrema inhabilitante que interfiere
seriamente con su Vida diaria y pueden presentar trastornos nerviosos y
vasculitis, entre otras manifestaciones extraglandulares (tabla 2).

Un gran número de
autoanticuerpos ha sido
identificado en el síndrome de

Sjógren primario y secundario,
reflejando una activación 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 está relacionada con la
extensión y severidad de la

síndromedcSjógrm lodemostradoporlas enfemedad’ Los autoaHúcuerpqs
flechas").Foto extraída de Anhritis Research no específicos de órgano anti­

C‘qmpaig'" Ro/ SSA y anti-La/SSB son los que
se encuentran mejor caracterizados Oonson,2001).La mayoría de los sueros Ro
positivos reaccionan con una proteína de 52 kDa llamada R052. Esta proteína
se localiza en la membrana de las células apoptóticas que pueden ser un buen
blanco para la respuesta inmune (Ohlsson,2002).Otros anticuerpos que se han
identificado en suero de pacientes con síndrome de Sjógren incluyen los
anticuerpos antinucleares (ANAs), los dirigidos contra anhidrasa carbónica
(Inagak, 1991; Kino-Ohsaki, 1996), subunidades proteosomales (Freist, 1999), 0L­
fodrina (Haneji, 1997) y contra el receptor muscarínico M3 (expresado en
glándulas salivales y lagrimales) (Bacman, 1996;Pérez Leirós, 1999).

Foto 2: Paciente con Síndrome de Sjñgren. Las
glándulas salivales pueden hincharse en el
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Subgrupo Órganos Anormaljdades Anormalídades Síntomas
Patoanatómicas Palofisíológícas

Enfermedades Enfermedad Sialoadenitis, Hiposalivacxón, Boca seca
Exocrínas Orales exocrinas Stomatitis sicca dissalivación
superficiales

Enfermedad Dracoadenitis. llipolagrimación, Oios secos
Ocular exocrina keratoconiunmitis sieca dislaciimacii'm
Enfermedad Rinitis sicca llipo/ dis secreción Nariz seca
Nasa] exocrina

Enfermedad Laringo-traqueitis llipo/ dis secreción Garganta seca.
laringeo-traqueal sicca Voz tomada .
extxtrina Tos seca

En fermedad l‘aringitis sicca, Hipo/ dis secreción Garganta seca,
Faringo-esofagica esofaguitis sicca dificultades para

exocnna tragar
Enfermedad Dermatitis sicca l-lipo/ dis sudoración Piel seca
Cutanea exocrina

Enfermedad Vaginitis sicca Vagina seca
Genital exocrina

Enfermedades” Enfermedad Bronquitis, Obstrucción. Dispnea. tos seca
de órganos Pulmonar exoerina bronquilitis alveolitis. defectos ventilatorios,‘
internos imerticial reducida capacidad de
exocrinos neumonitis pulmonar

Enfermedad Pancreatica Hiper e Hipo Mayormente
pancreática amilasemia suhclínicas
exocrina

Enfermedad (Atmfia) gastritis Elevada dispepsia
(Liastrointestinal
Exoenna
Enfermedad lntersticial nefritis Efectos tubulares Mayormente
Renal exocrina suliclínicas

Enfermedad Hepatitis (pen) Hiperenzinemia Mayormente
Hepatobiliar eolangitis subclinicas
exocrina

Tabla 2: Tcrminologíade las manifestaciones de enfermedades exocrinas en el síndrome de Siógren, y
su relación con los signos y sintomatología. Extraída de la organización del síndrome de Sjñgren

La mayoría de las enfermedades autoinmunes afecta en mayor medida a
mujeres. En algunas, como es el caso del síndrome de Sjógren, esta disparidad
es mucho más 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
características inmunoreguladoras de las hormonas sexuales.

Dado que, como con la mayoría de las enfermedades autoinmunes
reumáticas, la etiología y patogénesis de este síndrome son en parte
desconocidas, no hay hasta ahora signos o síntomas específicos que se puedan
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utilizar para diagnosticado claramente. Sin embargo durante los últimos 20
años se han desarrollado varios criterios de diagnóstico de esta enfermedad: el
de Copenhague (Manthorpe, 1986);el japonés (Homma, 1986);el griego (Skopouli,
1986);el Califomiano-Fox (CF) (Fox, 1986),y el de la Comunidad Económica
Europea (CEE) (Vitali,1994).En la actualidad los criterios mas comúnmente
utilizados son el Califomiano-Fox y de la Comunidad Económica Europea
que incluyen los test para la deteminación del la tasa de flujo salival y ligrimal,
biopsias de glándulas salivales menores y presencia de autoanticuerpos
específicos.

Las diferencias entre los distintos criterios utilizados para el diagnóstico
explican la carencia de un acuerdo universal en términos de conocimiento del
síndrome de Siógren.

Hasta la fecha, el tratamiento de los pacientes con síndrome de Sjógren
sigue siendo empírico y sintomático, dada su condición devastadora que afecta
al paciente no sólo fisicamente sino también emocional y socialmente
(Valtydóttir, 2000; Strómbeck, 2000).

MODELOSwal/“Eme ¡>an 25mm EL
S'NDRomE DE SJÓGREN

Los primeros intentos de producir modelos animales de esta
enfermedad se realizaron en ratas, conejos y cobayos a los que se les provocó
una sialoadenitis experimental (Beutner, 1961; Chan, 1964; White, 1976; Takeda,
1983). Sin embargo, los anticuerpos contra glándulas submaxilares de un
animal no eran capaces de provocar una inflamación de las mismas en otro
(Beutner, 1961). En un modelo experimental producido en cobayos por
inoculación de un homogenato de glándulas submaxilares ernulsionado con
adyuvante de Freund completo, el 50 °/ode los animales mostraron una débil
inflamación en las glándulas (Chan, 1964). Una síaloadenitis más severa con
inflamación crónica periductal con infiltrados celulares y una ocasional
pérdida de acinos se indujo también en cobayos mediante la administración de
una mezcla de un complejo de [Fe(CO)6]3+,la vacuna de Bordete/[apeflum'xy un
extracto salino de glándulas salivales (Whaley,1974).Pero la mayor desventaja
de estos modelos experimentales era que frecuentemente carecían de estudios
de los mecanismos autoinmunes básicos, como una caracterización de células
mononucleares en los infiltrados glandulares y el estudio de autoanticuerpos.
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La información más relevante proviene de la década del 80 con el
surgimiento y estudio de modelos experimentales de exocrinopatías
espontáneas autoinmunes. Cada modelo murino exhibe características únicas
de sialoadenitis y/o dacryoadenitis, que se pueden explotar para estudiar un
aspecto particular del síndrome de Sjógren. Estas características pueden incluir
los eventos que conducen a la iniciación de la reacción autoinmune, así como
los mecanismos responsables de la perpetuación del proceso autoinmune. El
conocimiento de las características específicas de cada modelo de la
enfermedad permitirá la comprensión de los mecanismos que participan
desarrollo del proceso autoinmune.

Dentro de los modelos murinos más ampliamente utilizados se
encuentran las cepas de ratones diabéticos no obesos (NOD) y la MRL/lpr
(Leiter,1998),también en menor medida se utiliza la F1 de un híbrido entre la
cepa New Zealand Black y New Zealand White (NZB/W) que desarrollan
espontáneamente infiltrados en las glándulas salivales y labiales.

Los fenómenos autoinmunes presentes en las glándulas 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
ratón (van Bolkland,2002).

RFÏONES D‘BBÉTKOSN0 055505 (N09)

El ratón diabético no obeso

(NOD) (figura 3) surgió originalmente
como una sublínea de los ratones ICR

(Makino, 1980) a partir de la progenie
de una hembra que desarrolló
espontáneamente diabetes mellitus
dependiente de insulina (IDDM). La
crianza selectiva de la progenie de esta
hembra diabética produjo la
obtención de ratones NOD / Lt.

Foto3: Fotografia
extraídadel laboratoriojackson

Originalmente se observó la presencia de infiltrados linfocitarios en el
páncreas, luego se describieron infiltrados linfocitarios en glándulas
submaxilares (Myagawa,1986),lagrimales y tiroides (Bernard,1992;Takahashi,1997).



lnl'rosluoción

La diabetes en ratones NOD/ Lt se caracteriza por la insulitis. Una
disminución marcada del contenido pancreático de la insulina ocurre en
hembras alrededor de las 12 semanas de la edad y varias semanas más tarde en
los machos. El inicio de la diabetes está marcado por la glucosuria moderada y
por una glucosa plasmática superior 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 más
alta que en machos, mientras que la dacryoadenitis se detectó más
frecuentemente en machos (Pozzilli, 1993; Toda, 1999). El desarrollo de la
sialoadenitis en el ratón NOD es acompañado por una disminución de la
respuesta secretoria. Esto no se observa en la mayoría de los otros modelos
murinos para el síndrome de Sjógren, y no es debido a la pérdida de
regulación 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 páncreas y en las glándulas submaxilares se ha demostrado que pueden
ocurrir independientemente en el mismo animal (Gerling, 1992; Larger, 1995;
Robinson, 199821;Robinson, l998b).

finormalidades el) la gláxlulas salivales

El comienzo de una reacción autoinmune puede ser debido a una
anormalidad en el sistema inmune y/o en el órgano blanco hacia el cual se
dirige esta reacción. Se han obtenido evidencias que sugieren la existencia de
anormalidades genéticamente programadas en las glándulas exócrinas de los
ratones NOD que pueden contribuir a la iniciación de la reacción autoinmune.

Primero, se ha demostrado que células dendríticas se acumulan en las
glándulas submaxilares de los ratones NOD antes del desarrollo de los
infiltrados linfocitarios (van Blokland, 2000). Estas células son excelentes
presentadoras de antígeno que pueden activar linfocitos T vírgenes, y se les
puede atribuir un rol en la iniciación de la sialoadenitis (Stingl,1995;Peters, 1996).
Sin embargo, no se observó esta acumulación de células dendríticas en
glándulas submaxilares de ratones MRL/lpr o controles, (van Blokland,2000).
Tampoco fue identificada la señal responsable de la migración de células
dendríticas a las glándulas, pero las anormalidades metabólicas y/o del
crecimiento de las células epiteliales de las glándulas submaxilares podrían
desempeñar un papel en este proceso.

En segundo lugar, el análisis bioquímico de las muestras de saliva de
ratones NOD-scid (que carecen de linfocitos B y T) reveló una variación en la
composición proteica con respecto a los animales controles. Una isoforma
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anormal de la proteína secrctoria de parótida (PSP) fue detectada en la saliva
de NOD-scid y PSP fue expresada ectópicamente en glándulas submaxilares
de N OD-scid (Robinson, 1996).

Tercero, la actividad creciente de cisteínproteasas y una elevada
expresión de metaloproteasas que degradan la matriz celular fue observada en
glándulas salivales de ratones NOD y NOD-scid (Robinson, 1997;Yamachika,
1998). Cuarto, los estudios realizados en glándulas submaxilares de ratones
NOD neonatos demostraron un aumento en la expresión de proteínas que se
relacionan con apoptosis (Fas, FasL, y Bel-2), una disminución en la expresión
de las metaloproteasas MMP-Z y MMP-9, y una alteración de la morfología
glandular (Cha,2001).En conjunto, estos resultados sugieren que la alteración
de la homeostasis en las glándulas submaxilares de los ratones NOD tendría
un componente genético, y que puede contribuir al desarrollo de la
sialoadcnitis desde el período fetal.

Meeafismos ¡woklendosel) la fase efedon de los procesosatoinmms

Se ha propuesto que la pérdida de la función secretoria que acompaña
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 postuló un papel de los anticuerpos séricos por medio de
observaciones realizadas en ratones NOD.Ig“""", que carecen de linfocitos B,
debido a que mantienen una normal función secretoria a pesar del desarrollo
de infiltrados (Robinson, 1998b).

La inoculación de suero de ratones NOD de 6 meses de edad en

ratones NOD de 6 semanas dio lugar a una disminución de la respuesta
secretoría en los ratones aceptores (Esch,1998).Los autoanticuerpos presentes
en el suero de los ratones NOD incluyen anticuerpos dirigidos contra tiroides,
antígenos de células pancreáticas, células epiteliales acinares y ductales de la
parótida y de glándulas submaxilares (Bernard, 1992; Humphreys-Beher; 1993;
Leiter, 1998;Yu, 2000). Un bajo porcentaje de ratones, presentan anticuerpos
contra una ribonucleoproteina SS-A/Ro de SZ-kDa, sin embargo no fueron
detectados anticuerpos dirigidos contra SS-B/ La (Skarsteín,1995).

En seres humanos, una forma de la proteína citoesquelética a-fodrina
de 120-kDa ha sido implicada en la patogénesis del síndrome de Sjóg-ren
(Hanejí,1997). Anticuerpos contra esta proteína de 120-kDa también se han
encontrado en el suero de los ratones NOD, y la presencia de estos
anticuerpos se correlacionó con la aparición de los infiltrados linfocitaríos en
glándulas salivales (Yanagi, 1998).

9
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También se ha sugerido una interacción entre los anticuerpos y los
receptores muscarinicos de acetilcolina M3 en la fase efectora de la
sialoadenitis en el ratón NOD (Robinson,1998b). Estos autoanticuerpos anti­
receptor muscarinico M3ya habian sido descritos en el suero de pacientes con
sindrome de Sjógren (Bacman, 1996, Pérez Leírós, 1999). Los receptores
muscarínicos de acetilcolina son responsables del mantenimiento del flujo
saliva] y se propuso que la interacción con estos autoanticuerpos podria
explicar la disminución de la función secretoria en los NOD (Robinson,1998b).
De hecho, la inoculación de anticuerpos anti-M3en NOD-scid dio lugar a una
disminución de la respuesta secretoria (Nguyen,2000).

Durante la fase inicial de la sialoadenitis se postuló que la apoptosis
podría jugar un rol importante ya que se detectaron un número creciente de
células epiteliales de glándulas submaxilares que se encuentran en estado
apoptótico en ratones NOD de 18 semanas y en ratones NOD-scid (Kong,
1998). Sin embargo, en NOD-scid no se produce una disminución de la
respuesta secretoria, con lo cual se podria cuestionar una contribución de la
apoptosis a esta disfunción. En contraste con las observaciones de Kong, van
Blokland y colaboradores (2003)no han podido detectar un aumento en el
números de células apoptóticas en glándulas submaxilares de ratones NOD,
pero si Fueobservado un aumento en la expresión de Fas y FasL. Sin embargo
esta controversia también existe en la participación de mecanismos
apoptóticos en el desarrollo del síndrome de Sjógren en los seres humanos
(Ohlsson, 2001).

La actividad de metaloproteasas se ha demostrado aumentada en saliva
y en homogenatos de glándulas salivales de NOD de 20 semanas y en ratones
NOD-scid. La expresión del ARN mensajero de las metaloproteasas MMP-Z y
MMP-9 se encontraba elevada en glándulas parótidas 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
fase inicial del proceso autoinmune.

Defectos en el sistema ¡mmm

Los defectos en el sistema inmune de los NOD se cree que pueden
contribuir a la iniciación de la respuesta autoinmune. En los ratones NOD se
informó que las células presentadoras de antígeno tienen menor capacidad
para estimular a las células T supresoras, mientras que conservan la capacidad
de activar a las células T autorreactivas (Sei-reze, 1988; Piganelli, 1998). Este
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resultado se puede relacionar con una presentación antigénica por parte de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase lI
relativamente inestable, una disminución en la expresión de CD86 en las
células presentadoras de antígeno, una disminución en la producción del
glutation intracelular y de IL-l por los macrófagos de los NOD, o con el
metabolismo realzado de prostanoides en los macrófagos de los NOD (Serreze,
1988;Carrasco-Marin, 1996;Piganelli, 1998;Clare-Salzler, 1998). La estimulación de los
linfocitos T con anti-CD3 da lugar a la regulación 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
autoinmunes (Dahlen,2000).

Recientemente, se informó que la producción de citoquinas por parte
de los macrófagos peritoneales de los NOD que fueron estimulados con LPS
fue deficiente. Los macrófagos NOD estimulados con LPS produjeron niveles
mayores de IL-12 con respecto a los controles (Alleva,2000). Se observó que
las células dendríticas de los NOD expuestas a diversos estímulos poseen una
hiperactivación de NF-KB, dando por resultado la expresión creciente de IL­
12 (Weaver,2001).La producción elevada de IL-12 por células presentadoras de
antígeno en estos ratones podría dar lugar al corrimiento de la respuesta T
hacia el fenotipo Thl observado, predisponiendo al desarrollo de la
autoinmunidad órgano-especifica. Además, se demostró que la hiperactivación
de N F-KB da lugar a la estimulación de la capacidad estimulante creciente de
las células T CD8‘ y de las células dendríticas de los ratones NOD (Poligone,
2002).

Estruehn'a y composición de los focos de infiltración

La composición de los infiltrados linfocitarios en glándulas
submaxilares y lagrimales de los ratones NOD posee un predominio de los
linfocitos T CD4+ sobre los CD8' y sobre linfocitos B (Takahashi,1997; Yanagi,
1997; Robinson, 1998 c).

El desarrollo de los infiltrados linfocitarios en las glándulas
submaxilares también coincide con la expresión creciente del ARN mensajero
de las citoquinas lL-IB, IL-2, IL-ó, IL-7, IL-IO, IL-12, IFNy, y TNFa
(Robinson, 1998c, Yanagi, 1998;Yamano, 1999). Por inmunohistoquímica también
se pudo visualizar la localización y expresión de citoquinas como IL-2, IL-lO,
IFNy y 'INFOLen los linfocitos de los focos de infiltración de ratones de 20
semanas, pero no de IL-4 (Yamano, 1999). Esto hallazgos concuerdan con
observaciones realizadas en pacientes con síndrome de Sjógren (Fox, 1994;
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Ogawa, 1995;Brookes, 1996;Ajjan, 1998; Sun, 1998). La expresión transgénica de un

receptor soluble de TNFO. en ratones NOD dio lugar a una infiltración
perceptiblemente más baja de las glándulas exócrinas, sugiriendo un papel
importante de TNFa en el desarrollo de los infiltrados linfocitarios en estas
glándulas (Hunger, 1996).

En infiltrados linfocitarios de glándulas lagrimales de ratones NOD se
detectó la expresión del ARNm de la quimioquina IP-1() (CXCLIO) y de
RANTES (CCLS) a partir de las 8 semanas de edad al igual que la aparición de
infiltrados linfocitarios (Tomwall, 1999).El tratamiento de los ratones NOD
con un anticuerpo contra RANTES a partir de la 6a hasta la 11’ semana de
edad dio lugar a una reducción significativa de la inflamación en la glándula
lagrima], sugiriendo una contribución importante de esta quimioquina al
desarrollo de la dacryoadenitis.

Sin embargo, la expresión del ARNm de RANTES no se modifica en
glándulas submaxilares de ratones NOD o NOD-scid antes del desarrollo de
sialoadenitis y sí, en cambio, se observó un aumento de esta quimioquina,
MIP-la y MCP-1 en glándulas submaxilares después del desarrollo de
infiltrados linfocitarios en ratones NOD. Estos resultados indican que
RANTES, MIP-la y MCP-1 pueden contribuir a la exacerbación de la
respuesta autoinmune en glándulas submaxilares de ratones NOD.

Las anormalidades intrínsecas en las glándulas salivales de los ratones
NOD, junto con los defectos en el sistema inmune de este modelo muríno,
pueden conducir a la iniciación de la sialoadenítis. Los estudios en los ratones
derivados del NOD en los cuales las anormalidades en las glándulas salivales o
en el sistema inmune se normalizan revelarán la contribución de ambos

aspectos a la respuesta autoinmune.

RFTONES¡“RUIPF

Los ratones MRL/lpr surgen originalmente como modelo de lupus
eritematoso sistémico (SLE) (Andrews,1978).Estos ratones nacen a partir de la
cepa de ratones MRL/ n. Ambas subcepas se diferencian únicamente por la
presencia o la ausencia de la mutación del gen lpr (linfoproliferación) 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 más lento y da lugar a una forma más
suave de la misma, indicando que la mutación lpr acelera las causas de la
enfermedad (Theofilopoulos, 1985; Carlsten, 1990). Se observó que posee una
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proliferación linfoide anormal con hiperactividad de las células B, presencia de
autoanticuerpos, y complejos inmunes circulantes, conduciendo a una
glomerulonefritis por complejos inmunes. Se describió que presentan una alta
incidencia de inflamación sinovial y periarticular, similares a las producidas
por la artritis reumatoide humana (Andrews, 1978; Hang, 1982). En un alto
porcentaje de los ratones se detectaron infiltrados mononucleares en las
glándulas salivales y lagrimales (Hang, 1982, Hoffman, 1984).

Una diferencia sustancial con la cepa de ratones NOD es que la
infiltración en las glándulas salivales de los ratones MRL/lpr da lugar a la
destrucción del tejido glandular, y ésta no es acompañada por una
disminución en la respuesta secretoria (Hoffman,1984).

La sialoadenitis en las glándulas submaxílares de ratones MRL/lpr se
manifiesta alrededor de los 2 meses de edad en adelante, con igual incidencia
en ambos sexos (Toda, 1999). La infiltración se desarrolla en las glándulas
salivales mayores (submaxilares parótidas y sublinguales) pero en las últimas
aparece más tardíamente y es menos pronunciada que en glándulas
submaxilares (Ionsson, 1987).La infiltración focal en la glándula lagrima] de los
ratones MRL/lpr es perceptible a partir del primer mes de edad en adelante, y
ocurre más frecuentemente en las hembras (labs, 1991;Toda, 1999).Con lo cual,
el cuadro histopatológico de la sialoadenitis en el ratón de MRL/lpr es
notablemente diferente del patrón de la sialoadenitis de los ratones NOD y los
humanos (Tabla 3).

Diversas características de los modelos murinos de síndrome de

Sjógren 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 MRL/lpr, el
desarrollo de sialoadenitis y dacryoadenitis se asocia a fenómenos
autoinmunes sistémicos y no es acompañado por una disminución en la
secreción exócrina. El ratón NOD exhibe características de autoinmunidad

específica de órgano, y los autoanticuerpos pueden contribuir ala disminución
del flujo saliva] y lag-rima].
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Características de la síaloadenítís en ratones NOD y MLR/lpr
comparadas con el síndrome de Sjógren en humanos

Ratón NOD P ' ‘ con SS_

Distribución SialoadenitisF>M l">.\[
por Sexos Dacryrmdenitis F > .\[

Otros órganos Riñon Riñón
involucrados GizindulaTin iide: Glamlula Tiroides

Pancreas Pancreas
Teiido nervioso Teiido nervioso
Intestino grueso
Músculo

Vasos sanguíneos
Hígado
Vejiga
Estomago
Sistema respiratorio
Corazón
articulaciones

Composición Glandulas SM: cel T Glandulas Salivales
de los CD-I‘> cel T CDS. menores: cel T CD4‘
infiltrados >.cc| B > ccl T. CD8' > cel B
linfocítaríos

Autoanticuepros .-\nti-SS-.'\/ Ro 52 kDa _-\nti-SS---\/Ro 52 kDa
Anti-SS-A/Ro 60 kDa
Ah Anti-SS-B/La
Factor reumatoide

Anti-lZO-kD a-fodrin .-\nti-120-kDa-Fodrin
Anti-R MJ muscarínicos Anti-R M5muscarínicos

.\nti R B-adrenérgicos Anti-R M,muscarínicos
Anti-tiroide:
Anti antígenos de
células B

Pérdida de
función Sí Sí
secretaria

Sialoadenitis F=.\l
Dacq'oadenitis M> F

Riñon

Vasos sanguíneos
Articulack'mes

Glandulas SM: cel T
CD4‘ > cel T. (:Ds‘
: cc] B

--\nti-SS-.\/Ro 52 kDa
Anti-SS-Á/ Ro 60 kDa

Factor reumatoide

No

Tabla 3: Comparación de lasprmcipales caracteristicas entre dos de los modelos de Sindrome de Slógren
y la enfermedad en humanos. Modificado de Pathogenesis of Siógren’sSyndrome: Characteristics of
Different A[nuse Models For .-\utoimmune Extmrinopathy (vanBocklands21102)
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ESÏRUCRRFY Fumór DE Las animas
SIM/PUES

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

Se considera que las glándulas 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
evidencias demuestran que la secreción salival posee una importancia crítica
para la defensa de los tejidos blandos de la cavidad oral como también de los
dientes y de la parte superior del tracto digestivo (Edgar, 1992;Tabak, 1995).
Además, también se ha sugerido que en diversas especies la secreción saliva]
posee otras funciones entre las que destacan la adaptación en la secreción de
feromonas para atracción sexual, la marcación territorial, mecanismos de
defensa como la secreción de venenos o neutralización de toxinas en

alimentos, el control de la flora bacteriana y efectos terapéuticos como
cicatrizante (Tandler,2001).De todos modos, la principal función de la saliva es
humedecer y lubricar la cavidad oral y los alimentos, iniciando su digestión.

Loealizaeiól)

La saliva obtenida de la cavidad bucal es una mezcla de las secreciones

de distintas glándulas salivales, entre las que se hallan las glándulas mayores
llamadas parótidas, submaxilares y sublinguales. Además existen las
denominadas glándulas menores que según su localización son labiales,
bucales, linguales y palatinas. (Bloom,l980)(esquema 1).

Las glándulas parótidas se encuentran situadas subcutáneamente en
ambos lados de la cara, por detrás de la oreja, y se extienden desde el arco
cigomático por arriba, hasta el ángulo de la mandíbula por debajo. Cada una se
encuentra conectada ala cavidad bucal por un conducto parotídeo o conducto
de Stenon.

Las glándulas submaxilares y sublinguales se localizan en el espacio que
se encuentra entre la mandíbula y los músculos que forman el piso de la boca.
Las glándulas submaxilares descargan su secreción en el piso de la boca a
través del conducto de Wharton. A su vez, la descarga de la secreción de las

l5



lnl'roclucción

glándulas sublinguales se produce a través de un conducto que termina en el
conducto de Wharton de la glándula submaxilar.

glándula de harderian
-- glándula lagrimal intraorbital

¡u arena _
r ducto de la glándula lagnmal

' x glándula lagrimal

l
l
l
l
i
i
l
l
J

l
l

- lb
4 Q *

conductodewharton«ul , m ---—-GlándulaSubmaxilar
conducto parotídeo —-' i l _

nervio fac‘ --- —/ glandula sublmgual
nódulos linfáticos ’

Esquema l: Glándulas superficiales de la cabeza y el cuello (Vistalateral)

Organizaciónestiman-al de las glándulas salívales

Las glándulas salivales están organizadas alrededor de un sistema de
conductos ramificados que transportan la secreción 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 secreción
(esquema 2). Cada acino está 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 glándulas parótidas, en la mayoría de las especies,
están compuestas enteramente por acinos serosos, mientras que las
submaxilares y las sublinguales son mixtas y contienen ambos tipos celulares
aunque en distinta proporción. En las glándulas submaxilares predominan las
células serosas mientras que en las sublinguales la proporción es menor. (Ham,
1975)

La organización histológica y citológica de estas glándulas exócrinas
refleja la existencia de mecanismos para la síntesis y transporte de proteínas y
glucoproteínas, como también para el transporte de agua y electrolitos hacia la
cavidad bucal. La estructura de las células serosas es de forma piramidal
conteniendo núcleos basales y límites celulares poco definidos. Su citoplasma
basal y perinuclear es basófilo, y su citoplasma apical contiene gránulos de
secreción que varían en número de acuerdo con el estado funcional. En un
nivel ultraestructural, las células serosas poseen características típicas de las
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células que producen proteínas para exportación: un abundante reticulo
endoplasmatico rugoso y gránulos de secreciónubicados dentro de las
membranas del complejo de Golgi. En cambio, las células mucosas de las
glándulas salivales son variaciones de las células caliciformes intestinales. El
citoplasma puede estar lleno de numerosas gotas de mucígeno. Estas gotas
reaccionan intensamente con el ácido peryódico 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 secreción que derivan del gran complejo de Golgi
supranuclear. A medida que la secreción se acumula, las mitocondrías y el RE
rugoso quedan relegados al citoplasma lateral y basal (foto 4).

E s q u e m a 2 :
Esquema de una
glándula salival en el
que se ponen de
m n n í f i e s t o
organización,
unidades secretarias y
sistema dc conductos.
Extraído de Texto
Atlas de Histología

Céluladuaal Célulametal
¡Mercalar cañada
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(outrol nervioso de la secreción salival

En genera], el sistema nervioso autónomo (SNA) regula la función de
las estructuras que no se encuentran bajo el control voluntario y que
funcionan fuera del nivel del conocimiento. Por lo tanto, respiración,
circulación, digestión, secreciones de algunas glándulas exócrinas son
reguladas en parte o por completo por el sistema nervioso autónomo. La
Función exócrina de las glándulas salivales consiste en dos procesos
integrados: la producción del fluido secretado y la regulación de la exocitosis.
Ambos procesos se encuentran bajo control del sistema nervioso autónomo.

El control del sistema nervioso autónomo a menudo comprende una
retroalimentación negativa por fibras aferentes que llevan información a los
centros en el hipotálamo y la médula Estos centros controlan el flujo del
sistema nervioso autónomo que se divide anatómicamente en dos grandes
sistemas: el sistema simpático y el parasimpático. Estos sistemas, en general,
tienen acciones opuestas, sin embargo, contrariamente a lo que se observa en
otros órganos, en las glándulas salivales de mamíferos estas dos divisiones no
actúan antagónicamente sino en forma cooperativa contribuyendo de manera
diferenciada ala producción de saliva (Emmelin,1987;Garret, 1987a y b).

El neurotransmisor principal de todas las fibras preganglionares y de las
fibras postganglionares parasimpáticas (fibras colinérgicas) es la acetilcolina.
Las fibras adrenérgicas constituyen la mayor parte de las fibras simpáticas
postganglionares. El neurotransmisor principal liberado en estas fibras
adrenérgicas es la noradrenalina. La noradrenalina produce sus acciones sobre
los órganos efectores al actuar sobre adrenorreceptores del tipo a o En
cambio, las terminales nerviosas de las fibras colinérgicas liberan acetilcolina
que, en los órganos efectores, activa receptores muscarínicos. En las glándulas
salivales de rata se ha identificado una población mayoritaria de receptores
muscarínicos del subtipo M3, y una minoritaria de receptores del subtipo Ml
(Laniyonu, 1990; Rosignoli, 2002). De la rama simpática del sistema nervioso
autónomo, las glándulas salivales presentan receptores adrenérgicos del
subtipo al, a2; B, y BZ(Gallacher, 1982;Soltoff, 1993).

La activación de los receptores M3 conduce a la activación de
fosfolipasa C (Laniyonu, 1990; Dai, 1991), producción de inositol-l, 4, 5­
trifosfato (IP3) (Hughes, 1989; Larsson, 1989), incremento en la concentración
intracelular de calcio (Irvine, 1985; Merritt, 1987; Nautorfte, 1987; Gray, 1988;
Menniti; 1991), aumento de la producción de óxido nítrico (Lohínai,1995;Pérez
Leirós, 1999;Rosignolí, 2002) y producción de GMPC (Sugiya, 1998; Michikawa, 1998;
Pérez Leirós, 2000; Rosignolí, 2002) (esquema 3).



lnl'roclueción

- . wweensssawmw' ' '

‘ Fotomr. A. 9., .. n.- .
A: Microscopía óptica. Se aprecia la morfología de
la glándula submailar de tata. B: Microscopía
óptica. Se aprecia la morfología de la glándula
parótida de rata C: Microscopía de transmisión
electrónica. Se aprecia un conducto estriado con
una importante cantidad de mitocondtias. D:

Microscopía de transmisión electrónica. Se aprecia
un conducto intercalar de una glándula submaxilar.

U, 4‘";E: Micrografia de trasmisión electrónica de la
l a glándula sublingual de la rata, en donde se pone en

¿{IN manifiesto gránulos serosos ymucosos en el

citoplasma de sus células acinares y un abundante reticulo endoplasmatico. Fotos extraídas de la
Escuela de MedicinaDental, Universidadde Connecticut.

Por su parte, la activación de los receptores al adrenérgícos también
lleva a la producción de IP3 con el consiguiente aumento del calcio intracelular
(Nautrofte, 1987;Brinck, 1989).En cuanto a la estimulación de los receptores B­
adrenérgicos, media un aumento en los niveles intracelulares de AMPc en
glándulas parótidas de ratas (Schramm,1970;Rosignoli,2002).Numerosos grupos
han mostrado que esta activación que incrementa los niveles de AlVIPcen
glándulas parótidas (Batzri, 1973;Butcher, 1975),produce también un aumento
del calcio intracelular (Scott, 1985;Mills, 1991;Watson, 1990).
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Esquema 3: Señalizaciónintracelular de receptores muscarínicos y de VIP en glándulas
salívales.

La Visión del sistema nervioso autónomo 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 autonómicas dependientes
de otros mecanismos de transmisión que no eran las clásicas Víascolinérgica y
adrenénergica (Bumstock, 1986). Este fenómeno se llamó transmisión no
adrenérgica no colinérgicos (NANC). Sin embargo este fenómeno, en
realidad, ya había sido descrito en el siglo pasado como respuestas “resistentes
a atropina” en la estimulación parasimpática. Estas observaciones incluyen el
incremento del flujo sanguíneo en las glándulas salivales por Heidenhain en
1872 (Heidenhain,1872) y la contracción de la vejiga urinaria por Langley y
Anderson en 1895 (Iangley,1895)entre otros. Actualmente se reconoce que
dentro de la trasmisión NANC se encuentran sustancias como purinas, ATP o
adenosina, eicosanoides y péptidos corno 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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principal (Goodman & Gilman, 1996).Por ejemplo, el VIP se localiza de manera
selectiva en neuronas colinérgicas periféricas que inervan glándulas exocrinas,
y el neuropéptido Y se encuentra en las terminaciones nerviosas simpáticas.

Estas sustancias pueden despolarizar o hiperpolarizar a las
terminaciones nerviosas o a las células postsínapticas. Más aún, los resultados
de estudios histoquímicos, inmunocitoquírnicos y autorradiográficos han
demostrado que más de una de estas sustancias se encuentra en las mismas
neuronas que contienen uno de los transmisores aminas clásicos (Banfai,1988).
Estas observaciones sugieren que, en muchos casos, la transmisión sináptica
está mediada por la descarga de más de un neurotransmisor.

Los estudios iniciales de I-Iókfelt y colaboradores (Lundberg,1979), que
demostraron la existencia del VIP y acetilcolina en las neuronas autonómicas
periféricas, despertaron interés por la posibilidad de cotransmisión
peptide'rgica en el sistema nervioso autónomo. Las investigaciones posteriores
han confirmado la relación frecuente de estas dos sustancias en las fibras

autonómicas, incluso las parasimpáticas que inervan a los vasos sanguíneos y a
las glándulas exócrinas y en las neuronas simpáticas colinérgicas que inervan a
las glándulas sudoríparas (Lindh, 1990).En el sistema donde se ha estudiado
con mayor amplitud la función del VIP como neurotransmisor es en la
transmisión parasimpática que regula la secreción salival.

Seereeión de agua y electrolitos

En roedores las glándulas salivales no segregan saliva en ausencia de un
estímulo secretomotor, y cuando se estimula, segregan grandes cantidades
durante un período corto. En 1861 Carl Ludwig reconoció que la secreción no
era un filtrado plasmático sino que para generarla era fimdamental la
inducción de cambios celulares desencadenados por estimulación autonómica.
Esto fue posteriormente confirmado con la demostración que las glándulas
aisladas pueden secretar por largos períodos, inclusive cuando las mismas no
son perfundidas por el sistema vascular (Bonting,1980).

Tomó mas de cien años para hacer avances significativos en la
composición de los mecanismos que gobiernan la secreción del volumen
salival. En 1954 Thaysen y col (1954)demostraron que el contenido de solutos
salivales aumentaba conforme a la tasa de secreción. Sus observaciones en las

relaciones entre Na+ y Cl' salival y el aumento de la tasa de secreción,
permitieron postular un modelo de secreción compuesto por dos etapas:
Primero se formaría una saliva primaria rica en el contenido de Na+ que
secundariamente se modificada en los conductos por medio de la reabsorción
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de NaCl de manera análoga a la reabsorción de glucosa observada en los
túbulos proximales renales. Thaysen extendió sus hipótesis postulando que la
secreción primaria sería, en su contenido electrolítico, isotónica con respecto
al plasma (constante en Na+ K+ y Cl'), y que la estimulación secretomotora
aumentaría la tasa de secreción sin alterar su componente electrolítico
primario (Thaysen,1960).También postuló que la saliva primaria se modificaría
durante el pasaje por la sección ductal (sección secundaria), secretándose K+ y
reabsorbiéndose Nal a través de un epitelio ductal impermeable al agua.

Desde los tiempos de Thaysen hasta nuestros días se han dilucidado
diversos mecanismos involucrados en la secreción salival por medio de
técnicas de micropunción (Martínez,1966),confirmando el modelo de Thaysen.
Así, se ha descrito la composición de la saliva en dos estadios, primario
(isotónica) y secundario (hipotónica).

Como se mencionó anteriormente, los conductos salivales tienen la
capacidad de modificar la secreción salival aportando componentes proteicos
a la saliva final o modificando el contenido y nivel electrolítico saliva]. Son los
conductos contorneados granulares los responsables de la secreción de la
mayor parte del contenido proteico presente en la saliva, y los conductos
estriados los más relevantes en la reabsorción e intercambio electrolítico

involucrado en la formación de la saliva final hipotónica (saliva secundaria).

Acetilcolina, VIP y noradrenalina son los principales transmisores del
sistema secretomotor autónomo de agua y electrolitos a través de la activación

de receptores muscan'nicos de acetilcolina M3, de VIP, VPACly VPAC2 y (1.l
adrenérgicos, respectivamente (Turner, 1990; Dai, 1991; Quíssell, 1992). Es
importante destacar que en humanos el tono basal de las glándulas exócrinas
es parasimpático, es decir que acetilcolina y VIP son los principales
responsables de la secreción basal de saliva y, de hecho, la terapéutica
farmacológica empleada en pacientes con xerostomía se basa en drogas
agonistas de receptores muscarínicos (Fox, 2001;Scully,2003;Taylor,2003).

Seal-eeión proteiea

Muchas proteínas son sintetizadas en los acinos glandulares y volcadas a
la saliva aunque algunas proteínas y esteroides entran a la saliva a través de la
ruta transepitelial. También se destacan una serie de proteínas 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 ribonucleasa y OL-amílasa y varias proteasas (incluyendo
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enteroproteasas homeostáticas como calicreína y tonina). Los conductos
también sintetizan una serie de péptidos regulatorios como glucagon y
somatostatina. La secreción proteica es activada principalmente por
noradrenalina y VIP (Evans, 1996;Hodges, 1997).

Blosímsls DELó)(IDONlïRIQO

El óxido nítrico (NO) se piensa que puede ser una de las moléculas más
antiguas en la Tierra, presente ya en la primitiva atmósfera del planeta
(Moncada,1993).Hasta hace poco tiempo, el NO, un óxido de nitrógeno tóxico
producido por los motores de combustión interna y las centrales eléctricas, era
considerado solamente como una causa de la lluvia ácida y de la
contaminación atmosférica. El científico belga jan Baptista van I-Ielmont
(1577-1644), conocido más extensamente por su descubrimiento del dióxido
de carbono, puede ser acreditado como la primera persona en sintetizar NO
en el laboratorio alrededor del 1610, experimento realizado para explicar la
acción de la pólvora por la teoría de la expansión gaseosa.(Brennan,2003).

Los efectos del NO como un agente bactericida fueron investigados en
los años 80, pero no fue sino hasta 1987 que el NO fue descubierto como el
producto químico responsable de las acciones del factor relajante derivado del
endotelio (EDRF) (Palmer, 1987; Ignan-o, 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 año por la revista
Science en 1992.

Aunque los trabajos iniciales se concentraron en su papel en la
regulación del tono vascular, pronto se observó que el NO tenía una amplia
gama y una divergencia de acciones fisiológicas y patológicas. Muchos de estos
procesos todavía no se han comprendido en su totalidad. Diversas
especialidades de la medicina y de la ciencia están implicadas ahora en la
investigación del NO, implicado en varias condiciones médicas que incluyen
desde el shock séptíco a la impotencia (tabla 4).
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Enfermedades y condiciones que se asocian con una
alteración en la producción de óxido nítrico.

Hipertensión e hipotensión Fallo renal
Enfermedades trombóticas

Shock séptico Encefalopatía inducida por HIV
Broncoespasmo Impotencia
Hipertensión pulmonar Depresión

Deficiencia inmune

Tabla 4: Enfermedades asociadascon una alteración en la producción de NO

La síntesis del NO es catalizada por la enzima óxido nítrico sintasa
(NOS), que utiliza al O2 como co-sustrato para dar como productos finales
NO y Citrulina El primer paso en la biosíntesis del NO es la hidroxilacíón del
nitrógeno de grupos guanidinio de la L-arginina En este proceso se incorpora
oxígeno molecular y se produce NO y Citrulinaen cantidades equimolares. La
reacción es una oxidación por cinco electrones y requiere de un número de
cofactores relativamente alto: calcio, calmodulina (CaM), tetrahidrobiopterina
(BH4), FAD, FIVIN y un grupo hemo (Knowles, 1994;Marletta, 1994;Nathan; 1994).
Es relevante remarcar que el producto secundario de la reacción, la Citrulina,
es reciclada nuevamente a L-arginina, tan sólo incorporando un nitrógeno,
muy posiblemente a través de la formación del ácido L-argininosuccínico
(Hecker,1990).Este ciclo de la urea modificado tiene dos funciones, un rol
secretorio para regenerar la L-arginina para la síntesis de NO y un rol
excretorio para eliminar los excesos de nitrógeno generados por el
metabolismos celular (Ánggfird,1994).La reacción de síntesis de óxido nítrico
procede entonces como una oxidación secuencial de L-arginina (Kerwin,1995)
(esquema 3).

HZN +NH2 HzNYN-OH OYNHZ
N NH H1 NADPH

a o í 0.5Máran :0+ - + - + ­
HaN C00 HSN C00 H3N C00

Arginina N-Hidroxiarginina Citrulina Óxido
Nítrico

Esquema 4: Síntesis del óxido nítrico

Hasta el momento se han identificado tres isoformas de la NOS. Estas
fueron llamadas isoforma neural (nNOS, NOS I, N084) cuya localización es
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predominantementeen tejido nervioso, la isoforma inducibleOS, NOS II,
N08-2) detectada luego de la estimulación por diversos factores en una
amplia variedad de células y tejidos y la isoforma endotelial (eNOS, NOS III,
N 08-3) que se localiza mayoritariamente en células de tejido endotelial. Estas
isoformas, han sido en el pasado diferenciadas sobre la base de su expresión
constitutiva (NOS III y NOS I) versus su expresión inducible (NOS II). Sin
embargo la detección de NOS II en tejidos en condiciones basales así como la
regulación de la expresión de las isoforrnas “constitutivas” ante diversos
estímulos sugieren que la identificación NOS I, II y III es más adecuada que
las notaciones referidas a localización o expresión.

Estmehn'a y funeiór) de las isoformas de NOS

Existen tres genes distintos de copia simple para las isoformas NOS I,
II y Ill en el genoma haploide humano. Los genes de la NOS tienen entre un
51 y un 57 0/ode homología en su estructura genómica, lo que sugiere que
provienen de un gen NOS ancestral común (Alderton,2001).

Las NOS están formadas por dos homodímeros 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 unión de la
CaM, el sitio de unión del grupo hemo y BH4, y en el dominio reductasa se
encuentran los dominios de unión de FMN, FAD y NADPH.

¿a si?
inrszase interfase

dimerimión dinuríuwit'm

Dominio Oxigenasa Dominio Reductasa

Esquema 5:Estmctum delos dominios de NOS I, NOS II, NOS III. Modificadode Alderton,2001.
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El NO es sintetizado en un gran número de tejidos y participa en una
variedad de fiJnciones. La regulación de la actividad de N OS para que el NO
desempeñe esta variedad de Funciones es compleja. La expresión, localización
intracelular y actividad de las isoformas de NOS en células y tejidos pueden
ser reguladas a nivel transcripcional (Fórstennann, 1998; Gcller, 1998) y post­
traduccional. En la tabla se resume la información sobre esta regulación por
interacciones proteína-proteína, splicing alternativo de ARNm y
modificaciones covalentes.

Regulación de la expresión, localización y actividad de las
isoformas de NOS

Tipo de regulación NOS I NOS III NOS II

“splícing”alternativo Si No descrito Si
de RNAm

Interacciones CaM /Ca2+ ‘ (L:1M/Ca2+, (MM/Cn“,,_.
Proteína-proteína dominios PDZ caveolin-l y -3,

PIN,Ca\'colin-'l ENAP-l
Hsp90 lrlsp90

Modificaciones Fósforilación Miristoilación. No descrito
Covalentes Palmitoilación.

l‘osforilación

Tabla 6: Regulacnóndc los mecanismos de las isoformas de NOS

Inhibición de la actividad de N05

Existe una variedad muy amplia de inhibidores de NOS que son usados
como herramientas en bioquímica y farmacología. De éstos los más
extensamente usados son NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), NG-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
isoformas de la NOS.

La mayoría de los inhibidores identificados hasta ahora son
competitivos con el sustrato L-arginina. También se ha descrito que su forma
de acción depende de las condiciones in vivoo in vitro,así como del tiempo dc
incubación y el mecanismo de inhibición. Es frecuente que posean una
dependencia con el tiempo para la inhibición de las diferentes isoformas de la
NOS (Bryk,1999).Por ejemplo, la preincubación del inhibidor con la enzima y
los sustratos 15 minutos) da una predicción mucho mejor de la eficacia y
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de la selectividad en tejidos intactos e írz pit/0.Sin la preincubación, puede
conducir a una subestimación muy significativa de la potencia de los
inhibidores de inicio lento. Puesto que los tiempos dc la exposición z'rzvivoen
uso experimental o clínico probablemente serían de 30 minutos es crucial
determinar la dependencia del tiempo para predecir la potencia y selectividad
de los inhibidores (Alderton,2001).

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

ICSO (pM)

Inhibidor NOS II NOS I NOS III

L-NNA 3.1 0.29 0.35
L-N MMA 6.6 4.9 3.5
7-NI 9.7 8.3 11.8
Amino­
guanidina 31 170 330
GW273629 8.0 1000 78
M159 14 145 466

Tabla 6: Selectividad de los inhibidores de NOS. La [CSOse define comúnmente
como la concentración de la droga cn la cual la respuesta ha disminuido hasta el 50% de
la respuesta total.

El mecanismo de acción de los inhibidores de la NOS II se basa en el

requerimiento de la enzima activa y del sustrato NADPH permitiendo que la
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inhibición proceda por un atascamiento relativamente débil de la enzima. El
inhibidor más 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
III, y la selectividad es mínima para la NOS I. Más aún, hay que tener en
cuenta que la aminoguanidina posee una amplia gama de otros efectos, como
por ejemplo, inhibe la formación del producto final de glucosilación de la
diamina oxidasa, el metabolismo de poliaminas (Bieganski, 1983; Seiler, 1985;
Nilsson,1996)y de la catalasa 1994)y también tiene efectos antioxidantes
(Giardino, 1998;Yildíz,,1998). Otros inhibidores de la NOS II utilizados son los
derivados de las acetamidinas como el NS-iminoethyl-L-omithine (L-NIO), el
de Nó-iminoethyLL-lisina (L-NIL) (McCall, 1991;Wolff, 1995;Garvey, 1997;Grant”
1998),GW273629 y GW274150 (Alderton, 2000;Knowles,2000). El GW273629 y
GW274150 son los dos últimos inhibidores que se han identificado derivados
de una serie de aminoácidos de acetamidina. Poseen un grado muy alto de
selectividad para la NOS II con respecto a NOS III y NOS I (Young,2000).
Ambos son aminoácidos sustituidos en el sulfuro de la acetamidina que
compite con la L-arginina.

Regulación de la bíosíntesis de óxido nítrico

Regulación de la localización de las isoformas de NOS

mnstoilaaión, palmitoilaaión

La NOS III es la única isoforrna que posee como modificaciones
postraduccionales la rniristoílación y la palmitoilación (Liu, 1995). Estas
modificaciones redundan en la localización de la enzima predominantemente
asociada a la membrana plasmática, pero no suponen cambios significativos
en la actividad de la enzima.

(¡molina

Los dominios oxigenasa de la tres isoformas de la NOS contienen
motivos de unión a las caveolinas, que son una familia de proteínas que se
encuentran implicadas en una variedad de funciones celulares que incluyen
eventos de transducción de señales. La caveolina-l se puede unir a la NOS III
y la caveolina-3 se une a la isoforma neural inhibiendo la síntesis de NO y esta
inhibición es reversible por Cazl/CaM (Venema,1997).

Además, los 220 aminoácidos de la región N-terminal de la NOS I
contienen el dominio PDZ. La asociación de la NOS l a la membrana de las
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neuronas se realiza por este dominio (Brenman, 1996).A su vez, el dominio
PDZ de la isoforma neural puede interaccionar con el C-terminal de los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Christopherson, 1999). Las
consecuencias biológicas de esta interacción no se conocen bien aún.

Regulaeión de la aetiuidad de N05

Se han descrito diversos mecanismos de regulación de la actividad de la
óxido nítrico sintasa que incluyen el control a nivel transcripcional, post­
transcripcional y post-traduccional.

El aumento de los niveles transcripcionales de la isoforma NOS II es el
que se encuentra más ampliamente estudiado, en los cuales se incluye la
estimulación de macrófagos murinos por LPS e Interferón y (Xie, 1992;Xie,
1993;Lorsbarch, 1993).También se ha descripto un control transcripcional de
una isoforma sobre otra, por ejemplo, en músculo esquelético de cobayos y en
cerebro de rata después del tratamiento in vil/0con LPS o Interferón y se
observa la regulación negativa de la expresión del ARN mensajero de NOS I
(Bandyopadhyay, 1997).

Controles post-transcripcionales de NOS II se han observado en
macrófagos murinos que fueron tratados con TGF-B. Dicho tratamiento
desestabiliza al ARN mensajero de la NOS II por lo cual decrece su
traducción (Vodovotz, 1993).

Entre los mecanismos de control post-traduccional de la biosíntesis de
óxido nítrico vale destacar la estabilidad de la proteína, la disponibilidad y
unión de sustratos y cofactores y la fosforilación que se describen más
adelante.

Por último se informó sobre la regulación de la actividad de la óxido
nítrico sintasa por un inhibidor proteico (PIN) en la región N-terminal de la
NOS l que contiene un sitio de unión para la proteína PIN (jaffrey,1996).Sin
embargo la información es contradictoria en cuanto a la capacidad de esta
proteína para inhibir la actividad de NOS. Los primeros trabajos sobre esta
proteína indicaban que únicamente NOS I se encontraba asociada a PIN y
que PIN era capaz de desestabilizar la estructura dimérica de NOS I
(jaffrey,l996).Sin embargo, recientemente se indicó que PIN no inhibe la NOS
I promoviendo su monomerización (Rodriguez-Crespo,1998)y se le atribuye un
rol en el transporte axona] de la NOS I más que como regulador de la misma
(Hemmens,l998; Rodriguez-Crespo,1998).
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Disponibilidadde Sustratos y (ofaetores

Durante la sintesis del NO la flavin reductasa adquiere electrones del
NADPH y los transfiere al hierro del grupo hemo, lo cual permite la unión y
activación del 02 y asi catalizar la sintesis del NO (McMillan,1995).En la NOS
III y la NOS I, la transferencia de electrones del flavin a] grupo hemo es
gatillada por la unión de la CaM, que explica la dependencia de Ca2+y CaM en
la síntesis de NO por estas isoenzimas. En la NOS II de ratón la unión de
CaM es esencialmente irreversible (Cho, 1992),esto es consistente con el hecho
que la NOS II 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 reducción
de la captación 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 (Srraycr, 2004).

La arginasa clásicamente es considerada una enzima del ciclo de la urea
en el hígado, pero también se encuentra presente en otros tejidos que no
expresan el ciclo completo de la urea como es el caso del pulmón (Que, 1998;
Wu, 1998). La Función biológica de la arginasa extrahepática no es del todo
conocida, pero se encuentra implicada en la regulación de la síntesis de óxido
nítrico y el crecimiento celular en condiciones inflamatorias. Por ejemplo, en
macrófagos activados la arginasa limita la utilización de L-arginina por NOS
II, inhibiendo la citotoxicidad (Boucher, 1999;Wu, 1998;Hey, 1997).

La expresión de la arginasa de tipo I, una de las dos isoformas
existentes, es aumentada por las citoquinas derivadas de células Th2 como son
lL-4, IL-lO e IL-13, como también por estímulos que puedan elevar los
niveles de AMPC como son las prostaglandinas E2 (Modollel, 1995;Wei, 2000),
que se encuentran involucradas en la inflamación de las vías respiratorias en el
asma.

Además, el producto de la arginasa L-orinítina inhibe el transporte de la
barginina y la actividad de NOS parece ser más sensible a la disponiblilidad
reducida de sustrato que la argninasa (Hammermann,1999).

Fosforilaeión

Se ha demostrado que la fosforilación ejerce un efecto en la actividad
de las isoformas NOS I y NOS III. Recientemente algunos laboratorios han
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identificado dos sitios específicos de fosforilación de la NOS III: la treonina­
497 en la secuencia bovina y la serina-1179. En estudios en un modelo de
estrés mecánico se observaron incrementos en la fosforilación de NOS III y
un aumento en la actividad independiente de calcio (Corson, 1996;Fisslthaler,
2000).Otros estudios en este sistema muestran que la NOS III es fosforilada
por la proteína quinasa Akt (Dimmeler, 1999; Fulton, 1999). Asimismo en
diversos sistemas donde la NOS III juega un rol preponderante, se ha
probado que para su fosforilación 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 fosforilación de NOS I conduce en la mayor parte de
los tejidos estudiados a una disminución en la actividad de la enzima
(Brune,1991; Bredt., 1992; Hagashi, 1999). Estos autores han observado una
regulación negativa de la actividad de NOS por fosforilación vía proteína
quinasa A (PKA), C (PKC) y quinasa dependiente de Ca2+-Calmodulina
(CaMK). Si bien existe bastante controversia sobre cuál o cuáles quinasas
intervienen en la regulación, recientemente se ha demostrado en cultivos de
células de cerebelo y en hipocampo que la fosforilación de NOS l por CaMK
II tendría un papel clave y se ha identificado el residuo Ser 847 como el que
estaría implicado en este efecto (Nakane, 1991; Hayashi, 1999;. Komeíma, 2000;
Krainock, 2001; Osuka, 2002) En el caso particular de las glándulas salivales es
muy poca la información disponible en cuanto a regulación de la actividad de
NOS por fosforilación, al respecto hemos descripto recientemente una
regulación negativa de la actividad de NOS por PKC en glándulas
submaxilares (Pérez Leirós, 2000) y parótidas (Rosignolí,2002b) de rata.

PflRTIQPflQÓN DELóxIDo NÍIRKO EN w SEQREQÓN

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

Estudios de ínmunohistoquímica han mostrado la presencia de óxido
nítrico sintasa en las fibras nerviosas que inervan las glándulas salivales. La
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NOS se localiza en fibras nerviosas alrededor de los acinos de glándulas
salivales parótidas y submaxilares de rata, conejo, hurones, gatos (Lohinai,1995;
Lomniczi, 1998; Soíníla, 1996; Alm, 1997; Takai, 1999) así como en acinos de
glándulas salivales labiales humanas (Pedersen,2000,) y en glándulas lagrimales
de gatos (Cheng,2001). Otra fuente de NO en las glándulas salivales son los
vasos sanguíneos, y capilares (Xu, 1997) y en trabajos recientes se informó
sobre la síntesis de NO y expresión de NOS en células acinares, aunque los
resultados son contradictorios (Xu, 1997-,Tritsaris, 2000; Looms, 2000; Sugiya,2001;
Looms,2002).Tomadas en conjunto estas observaciones sugieren que el NO
podría tener un papel en la regulación de la secreción salival.

lnl'rocluoción

Síntesis de óxido níh'ieo el) aeinos

Looms y colaboradores han demostrado que en células acinares aisladas
de parótida y lagrimales de rata, así como en células acinares labiales humanas
existe un proceso endógeno de síntesis de NOS utilizando un indicador de
NO fluorescente como es el DAF-2 (Tritsaris, 2000; Looms, 2000;Looms, 2002).
Asimismo, cuando se estimula con noradrenalina se observan incrementos en
la producción de NO, semejantes a los incrementos del calcio intracelular
(Looms, 2000). Mientras que la estimulación con acetilcolina no induce
aumentos similares en la producción de NO; sin embargo, induce rápidamente
la liberación de calcio. Del mismo modo, el agregado de un ionóforo de calcio
como la ionomicina resulta en un aumento en la concentración de calcio pero
no en un fuerte aumento en la síntesis de NO, inversamente a lo que ocurre
con la estimulación con noradrenalina. Basados en estas evidencias, Looms y
colaboradores concluyen que la movilización de calcio no parece ser la única
señal para la producción endógena de NO sino que participarian otros
mediadores asociados a la estimulación de determinados receptores (Looms,
2002).Sin embargo, recientemente se ha cuestionado la utilización del DAF-2
ya que en condiciones experimentales en que se producen cambios en la
concentración de calcio, el fluoróforo también es sensible al calcio. Incluso,
los experimentos en los que se emplea DAF -2 poseen otras variables como la
cantidad de fluorocromo incorporado por las células y el grado de hidrólisis
de los enlaces de este componente (Broillet,2001)

Los resultados obtenidos al estudiar en distintas especies las vías de
señalización que involucran a la NOS en la secreción exócrina muestran
discrepancias si se trabaja con células acinares o glándulas enteras, y en
parótida de rata o de conejo. Sugiya y colaboradores encuentran que la
actividad de NOS en parótida de conejo es activada por un agonista
muscarínico colinérgico, metacolina, pero no por isoproterenol. Sin embargo
la activación de la NOS por metacolina puede ser imitada por el agregado de
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un ionoforo de calcio y es dependiente de la movilización del mismo (Sugiya,
2001). Asimismo, la estimulación de NOS con otro agonista muscarínico
colinérgico como es el carbacol, en glándulas submaxilarcs de rata, depende de
la activación de fosfolipasa C y de la movilización de calcio (PérezLeirós,2000).

Óxido nítrieo sintasa y papel del No el) glándulas salivales

La purificación parcial de NOS a partir de acinos de parótida de rata
muestra que la enzima puede activarse de manera dependiente de calcio y
calmodulina (Mitsui,2000).Observando la expresión de las isoformas de NOS
en acinos, aproximadamente el 74 0/0de la actividad total se encuentra en la
fracción citosólica de glándulas parótidas de rata. Análisis por western blot
realizados en la fracción citósolica revelan que la proteína de 165-KDa
reacciona con un anticuerpo contra NOS I (Mitsui,2000). En forma similar,
una proteína citosólica de 160 KDa de parótida de conejo también reacciona
con anticuerpos para NOS I (Sugiya,2001).En contraste, se encontraron bajos
niveles de expresión de NOS I en el citosol de acinos submaxilares, aunque en
estos su expresión era mayor en la periferia debajo de la membrana plasmática
(Xu, 1997).

El NO que se halla en los acinos de parótida puede derivar de varios
tipos celulares como las fibras nerviosas preacinares o del tejido vascular, o
puede ser sintetizado en los mismos acinos después de la estimulación de
ciertos receptores. Cuando los acinos de las parótidas 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 está claro aún si el NO regula la secreción en las
glándulas salivales por otros mecanismos además de la modulación del calcio
intracelular. Otros estudios implican al NO en la regulación secretoria, por
ejemplo, utilizando un inhibidor de la síntesis de NO como es el L-NAME se
observó una reducción en el contenido proteico y el flujo de la saliva inducido
por un estímulo parasimpático en las glándulas salivales de rata, gato y hurón
(Edwards, 1996; Tobin, 1997; Takai, 1999; Lomnizci, 1998). Del mismo modo, la
inhibición de NOS con L-NAME o aminoguanidina redujo la secreción
estimulada por sustancia P y LPS en ratas (Lomniczi,1998).Sin embargo, hay
cierta controversia acerca de si el NO induce la secreción por estimulación
simpática.

La expresión de NOS no es detectable en fibras nerviosas simpáticas
mientras que es abundante en las fibras nerviosas parasimpáticas y sensoriales
de las glándulas salivales (Soinila, 1996; Alm 1997;Takai, 1999; Cheng, 2001), y se
demostró que el L-NAME no afectó la secreción inducida por el estímulo
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simpático de la glándula submandibular de la rata (Takai,1999).No obstante, la
administración de L-NAME causó una reducción en la secreción proteica de
las glándulas parótidas de ovejas anestesiadas. Esta reducción asciende al 63%
durante el estimulo simpático, y al 92% durante el estímulo parasimpático
mientras que la combinación de ambos estímulos produce una reducción del
60°/o (Hanna, 1998).

En este contexto, vale mencionar que la secreción proteica inducida por
VIP está mediada por NO en la glándula submaxilar del gato (Buckle,1995).El
VIP es un neuropéptido que activa la síntesis del AMPc en las glándulas
salivales y lagrimales (Dartt, 1984;Turner, 1990) y también refuerza la secreción
inducida por otros receptores en glándulas salivales (Lundberg,1980;Dartt, 1984).
Dado que la síntesis del AMPc también es activada por el estímulo B­
adrenergico, se ha propuesto que el VIP activaría la NOS por el mismo
mecanismo que el estímulo B-adrenergico. Recientemente se decribió que la
inducción de la secreción estimulada por VIP en glándulas submaxilares y
páncreas podría estar mediada por el NO, la regulación del calcio intracelular
y un acople alternado del receptor de VIP con Gi y Gs, entre otros
mecanismos (Luo, 1999).
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Introáucczón

Hipólesis y ol>jelivos

Hipótesis:

La actividad de la sintasa de óxido nítrico participa en la disfunción
secretoria de los ratones NOD en etapas previas a la aparición de infiltrados
en las glándulas y al aumento de la respuesta Th].

Objetivos generales:

Determinar la actividad de NOS en glándulas salivalesde ratones NOD
durante el desarrollo de la disfunción secretoria y en relación al inicio de la
respuesta autoinmume.

Objetivos específicos:

0 Investigar la participación de la via L-arginina/NO/GMPC en las
glándulas submaxilares y parótidas de los ratones NOD.

0 Investigar posibles mecanismos de regulación de la biosíntesis de
NO en las glándulas salivales.

0 Investigar si existe asociación entre la presencia de infiltrados, el
desbalance de citoquinas Thl/Th2 y la actividad de la NOS o la
señalización mediada por NO.
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malariales y méloclos
fluimales

Se utilizaron ratones de la cepa NOD (diabéticos no obesos) y como
controles ratones BALB/c del mismo sexo y edad. Los 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 oscuridad.

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

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 aparición de infiltrados de células
linfomononucleares en las glándulas, niveles de citoquinas en suero y tejidos,
signos de disfunción secretoria y alteraciones en los mecanismos de
transducción de señales asociados a la secreción en el curso de la enfermedad

así como su incidencia en machos y hembras.

Estudios bístólogos

Se realizaron distintas tinciones para los estudios histológicos de las
glándulas salivales de ratones NOD y BALB/c en los que se investigó la
morfología, la proporción y estructura de acinos y ductos, y la presencia de
células inmunes.

Las glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD y BALB/c
fueron fijadas en una solución de paraformadehído al 4% en PBS por 24 h a
temperatura ambiente. Luego de la fijación se procedió a la deshidratación del
tejido pasándolo por soluciones de diferente concentración de etanol y xilol.
Posteriormente, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 8-10
um con un micrótomo y se montaron sobre portaobjetos. Se realizó la
coloración topográfica de hematoxilina y eosina.
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Determinaeiól) de la conmutación sériea de glueosa

Se midió de rutina la concentración 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 ácido glucónico y agua oxigenada que, en
presencia de peroxidasa, produce la reacción oxidatíva del fenol con la 4h
aminofenazona dando lugar a un cromógeno de color rojo cereza Las
muestras de sangre se obtuvieron por sangrado retro-orbital y se separó el
suero en una microcentrífuga a 900 g durante 5 min. Se tomaron 20 ul de
suero y 2 ml del reactivo de trabajo que contiene las enzimas glucosa oxidasa
(> 3000 U/l) y peroxidasa (>4OOU/1), fenol 2,75 mM, y la ¿aminofenazona
1,25 mM en buffer Tris 46 mM, pH 7,4. (Wiener, Argentina) Se incubó la
mezcla durante 10 min a 37 °C y posteriormente se determinó la absorbancia a
505 nm en un espectrofotómetro 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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Gráfico 1:niveles de glucosa en sangre de los ratones NOD (Á ) yBALB/c
) en fianciónde la edad.Los nivelesde glucemiase midieron con el
método de glucosa oxidasa. Los valores representan la media ES de a]
menos 5experimentos. P>0.05

El gráfico 1 representa la concentración 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<0,0S) 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 secreción saliva] se
extendió 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 bioterios (Clare-SalzlerM, 1998).

medición del flujo saliva!

La medición del flujo saliva]de ratones NOD y controles se realizó por
pesada de la saliva acumulada en la cavidad bucal como se describió
previamente (Yamamoto,1997).Así, la saliva se recolectó durante 12 min. con
una micropipeta y se colocó en tubos eppendorf mantenidos a 4 °C. El
volumen recolectado fue cuantificado por diferencia de peso de los
rnicrotubos.

No se observó secreción basal de saliva en ausencia de estímulo

secretotio, por lo cual la saliva fue recogida después de inyectar por vía
intraperitoneal el agonista muscarínico pilocarpína (Sigma-Aldrich, EEUU) en
una concentración de 50 pg dc pilocarpína cada 100 g peso corporal o la
combinación de pilocarpína más péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Sigma­
Aldrich, EEUU) con una concentración 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.

Determinaeíón de la seereeión de amilasa y proteínas en saliva

La concentración de amilasa fue determinada en la saliva recogida de
cada ratón por el método de Bernfeld (1955). Para ello se midió la producción
de maltosa a partir de una solución de almidón (10 mg/ ml) utilizando como
reactivo de color el ácido dinitrosalicílico en medio básico. El almidón es

degradado por la amilasa en dímeros de glucosa los cuales presentan extremos
reductores que en medio básico interactúan con el ácido dinitrosalicílico con
desarrollo de color que se mide a 540 nm. Para la realización de la curva
estándar se utilizaronconcentracionescrecientesde maltosa (20a 200

Una unidad de amilasa fue definida como la actividad de la enzima que
degrada 1 mg de maltosa por minuto a 20 °C (Bernfeld, 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.

La concentración de proteínas se determinó en las mismas muestras por
el método de Lowry et al. (1951) utilizando albúmica sérica bovina como
estándar. Los valores se expresaron en pg de proteínas por pl de saliva
recogida por min y por 100 g de peso corporal.

Determinaeíón de citoquinas

El contenido de citoquinas en suero, en los sobrenadantes de los
cultivos de esplenocitos y en los extractos de tejido, se determinó por el
método de ELISA.

Las glándulas salivales de ratones NOD y controles fueron
homogenizadas en 500 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pI-l 7,4, PMSF
0,1 mM; aprotinina 1 ¡ag/pl , leupeptina 2 ¡ag/pl pepstatina A ZuM y SBTI 10
ug/ El homogenato se centrifugó a 8.000 g 10 min a 4°C y los
sobrenadantes fueron congelados en freezer de —80°C hasta ser utilizados.
Una alícuota de cada muestra fue separada para la determinación de proteínas
por el método de Lowry el al. (1951) usando BSA como estándar.

Se obtuvo sangre de ratones NOD y controles por sangrado retro­
orbital. Posteriormente se dejó coagular la sangre obtenida y se centrifugó 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 obtención de cultivos de espenocitos, se extrajo el bazo de
ratones NOD y controles, se lo disgregó por métodos mecánicos.
Posteriormente, se eliminó por medio de un shock osmótico los glóbulos
rojos presentes en el disgregado celular y se centnfugó a 1600 g por 10 min.
Las células obtenidas se resuspendieron en medio RPM], 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 agregó
al medio de incubación anticuerpos anti-CD3 y anti-CD-ZB (10 ug/
Transcurridas las 48 horas se extrajo el medio de cultivo y se centrífugo a 1600
g por 10 min. Los sobrenadantes se congelaron en freezer de —80°C hasta ser
utilizados.

Placas de 96 posillos se cubrieron durante la noche a 4°C con un
anticuerpo de captura anti-citoquina a analizar. Una curva estándar 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 agregó 50 pl de
muestras a analizar o 50 pl de los estándares de la citoquina analizada según
corresponda. Las muestras y los estándares fueron incubados durante la noche
a 4°C. Luego se lavaron tres veces con una solución de PBS con 0.05% de
Tween. La unión no específica fue reducida al mínimo bloqueando con 1% de
BSA durante 1 h. Después se reiteró 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
solución de PBS/tween y se les agregó 100 pl de un coniugado de peroxidasa­
streptavidina-peroxidasa(2.5pg/ Las placasnuevamente fueron incubadas
por una hora, y se lavaron con PBS-Tween. Por último se agregó como
cromógeno al ácido 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-ó-sulfonic) y se
determinó la densidad óptica a 405 nm. La cantidad de citoquina en cada una
de las muestras fue calculada en base ala curva estándar.

Determinación de la actividad de óxido nítrieo sintasa

Se midió la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) en
glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD y controles usando el
método descripto por Bredt y Snyder (1990)modificado. La enzima convierte
la arginina en cantidades equimolares de óxido nítrico y citrulina La técnica se
basa en la determinación de la formación de citrulina marcada a partir de L­
[U-“C]arginina

Las glándulas submaxilares o parótidas extraídas de cada animal (una
por tubo) fueron incubadas con 0,2 uCi de L-[U-“C]arginina (0,7 pM, >300
mCi/mmol) en 500 ul de una solución de Krebs Ringer-bicarbonato (KRB)
pl-I 7,4 gaseado con carbógeno (95 °/oO2 y 5% (302)) en un baño a 37 °C por
30 min, en presencia o ausencia de L-NG-mono-metil arginina (L-NMMA)
500 ¡,LM.Después de la incubación se procedió 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 centrifugación (10 min a 8.000 g), los
sobrenadantes se sembraron en columnas de intercambio catióníco (AG 50W­
X8, Bio-Rad Inc, EEUU) equilibradas con el buffer de homogenización y la
citrulina fue eluida con 2 ml de agua destilada. Se determinó la cantidad de
["C]citrulina eluida en un contador de centello líquido Wallac.

La actividad de la NOS file 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 proteínas kinasas
regulatorias de su actividad, éstos fueron incluidos desde el principio y los
estímulos (como el VIP o el carbacol) Fueron agregados en los últimos 15 min
en las concentraciones finales indicadas en resultados.

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

La técnica para determinar la actividad de la NOS usada en estos
experimentos no requiere el agregado de cofactores y además, durante la
incubación interviene el proceso de captación de arginina por transportadores
de aminoácidos. Con el objeto de investigar la participación de estos factores
en los efectos observados, también se determinó la actividad de la NOS en
homogenatos utilizando la técnica de Bredt y Snyder (1990)original.

Las dos glándulas submaxilares o parótidas de cada animal se
homogenizaron en 500 pl de buffer I-Iepes 20 mM pH 7,4 con el agregado de
1 mM de EDTA, inhibidores de proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo
PMSF 0.1 mM, aprotinina 1 ¡ag/pl, leupeptina 2 pg/pl, pepstatina A ZuM e
inhibidor de tripsina de poroto de soja SBTI 10 ug/ y además se incluyeron
inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de Na 2 mM y NaF 50 mM) en un
Ultra-Turrax por 30 s a 24.000 rpm a 4 °C. Posteriormente, a 200 pl del
homogenato se le agregó ditiotreitol 1 mM, fosfato de nicotinamida-adenín­
dinucleótido (NADPH) luM, CaCl2 1,25 mM y 0,05 uCi de L-[U-“C]arginina
(1 uM concentración final) y se incubó durante 30 min a 37 °C con gaseo de
carbógeno y en presencia o ausencia de L-NMMA 500 pM. La reacción se
detuvo con el agregado de 750 ul de una solución 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 catiónico y
se procedió de igual manera que lo descripto anteriormente. Se reservaron 20
ul de cada homogenato para la posterior determinación de proteínas por el
método de Lowry et al (1951).

Deta'míoaeiónde niveles de W eíelieo

Se determinaron los niveles de GMP cíclico (GMI’c) en las glándulas
salivales enteras de ratones NOD y BALB/c por medio de un
radioinmunoensayo con anticuerpos anti-3’,5’-GMPc y [125I]GMPc(>2000
Ci/mmol) que fue marcado por el Dr. Omar Pignataro (IBYME, Buenos
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Aires). Las glándulas enteras fueron incubadas en 500 ul de una solución de
KRB pH 7,4 con inhibidores de proteasas como se señaló previamete y meti]
isobuti] xantina (IBMX) 100 pM, gaseadas con carbógeno en un baño a 37 °C
por 30 min. Cuando se usaron inhibidores se incluyeron desde el principio y
los estímulos se agregaron por 15 min. Después de la incubación se
homogenizaron las glándulas en 2 ml de etanol absoluto y el homogenato
resultante se centrifugó por 10 min a 8.000 g a 4 °C. El sedimento resultante
se re-homogenizó en 1 ml de una solución de etanolragua (2:1), y los
sobrenadantes se colectaron y evaporaron a sequedad en un baño termostático
a 56 °C. Los residuos fueron resuspendidos en buffer acetato 50 mM pH 6,2
para la subsiguiente determinación de GMPc.

Con el objeto de aumentar la sensibilidad del método de determinación
del nucleótido cíclico, se procedió a la acetilación de las muestras y los
estándares de ambos con trietilamina: anhídrido acético (2:1)

Para la determinación de los niveles de GMPC se acetilaron 50 ul de
muestra con 6 ul de la solución de anhídrido acético y trietilamina.
Posteriormente, se agregaron 100 ul de PBS a cada muestra, realizada por
duplicado, y 50 ul de ['zsl](3MPc (aproximadamente 5 fmol/ tubo, >2.000
Ci/mmol) y 50 ul de anticuerpo anti-3’,5’-GMPC (Chemicon Int, EEUU)
(dilución 1/3000 en 0,1% de BSA). Los tubos se incubaron 16 h a 4 °C y se
les agregó 100 ul de una solución 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
descartó el sobrenadante con el GMPc no unido al anticuerpo y tras secar el
precipitado para eliminar los restos de etanol, se midió la radioactívidad en un
contador de centelleo sólido (VVallac).

Los resultados fueron expresados en fmol de nucleótido cíclico por mg
de peso húmedo del tejido.

Expresión de isoformas de N05

Inmnodeteeaión de proteínas fraeionadas y trasferidas a nitmezlulosa

{Í/nmwabla‘fw

Las glándulas salivales de ratones NOD y controles fueron
homogenizadas en 500 ul de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pl-I 7,4, tritón X­
100 0,2 °/o, EDT A 1 mM, PMSF 0,1 mM; aprotinina 1 ug/ul , leupeptina 2
¡Lg/plpepstatina A ZuM y SBTI 10 ug/ El homogenato se centrífugó a
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8.000 g 10 min a 4°C y los sobrenadantes fueron congelados en freezer de -8O
°C hasta ser utilizados. Una alícuota de cada muestra fue separada para la
determinación de proteínas por el método de Lowry el al. (1951) usando BSA
como estándar.

malerinlesy

En algunos experimentos se estudió la expresión de estas isoformas en
corteza cerebral como control positivo. Se cxtrajeron, homogenizaron y
conservaron de forma similar a las glándulas salivales.

Las proteínas en los extractos obtenidos fueron separadas por
electrofoiresis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Para esto las
muestras (100 ug de proteína/calle) en buffer muestra (I'ris 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 °/oy separadas por electroforesis 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 proteínas fueron electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) por el método de
transferencia húmeda en buffer Tris 25 mM, glicina 195 mM, SDS 1,8 mM y
metano] (1:5) a 30 V durante 90 min. Las membranas fueron pre-tratadas
durante toda la noche con solución de bloqueo (BSA 3 °/oen TBS-tween 0,05
0/o)y luego incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpos
monoclonales específicos para las distintas isoformas de NOS (BD, EEUU)
(dilución 122.50 para NOS I, NOS Il y NOS III). Posteriormente las
membranas fueron lavadas varias veces con una solución de lavado (TBS­
tween 0.05%). Finalmente, se incubaron las membranas con un anticuerpo
policlonal de conejo antí-IgG de ratón conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich, EEUU) (dilución l: 10.000) durante 1 h a temperatura
ambiente, y luego se realizaron varios lavados con la solución de lavado. El
revelado se realizó unlizando una solución de 1,65 mg de 5-bromo-4-cloro-3­
indolil fosfato (BCIP)y 3,3 mg de nitroazul de tetrazolío en 10 ml,
que en presencia de la enzima fosfatasa alcalina da un precipitado de color
violáceo. Las masas moleculares relativas de las diferentes isoformas de NOS
se calcularon mediante la inclusión en la electroforesis de estándares de masa

molecular conocida (miosina 209 kDa, B-galactosidasa 124 kDa, BSA 80 kDa,
anhidrasa carbónica 49,1 kDa, SBTI 34,8 kDa, lisozirna 20,6 kDa y aprotinina
7,1 kDa de Bio-Rad, EEUU). Las bandas obtenidas se compararon con
controles positivos para cada isoforma (BD, EEUU).
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Las glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD y BALB/c
fueron fijadas en solución de paraformaldehído al 4% en PBS por 24 h a
temperatura ambiente. Luego de la fijación se procedió a la deshidratación,
inclusión en parafina y corte como se describió más arriba.

Para la realización de la detección de la isoforma de NOS I por
inmunohistoquímica, los portaobjetos conteniendo los cortes de las glándulas
salivales se desparafinaron e hidrataron, de igual manera que para las tinciones
de hematoxilina-eosina. Posteriormente, los cortes de las glándulas salivales de
ratones NOD y BALB/c se incubaron toda la noche en una cámara húmeda
con anticuerpos específicos para la isoforma de NOS (B&D, EEUU) (dilución
1:100 ), también se realizaron controles negativos sin el agregado de ninguno
de los dos anticuerpos. Una vez transcurrido ese tiempo se sometió a los
cortes a lavados con PBS para eliminar los anticuerpos sobrantes, y
posteriormente, se incubaron durante una hora, los cortes con un anticuerpo
policlonal de conejo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa. El revelado
screalizóutilizandodiaminobenzidina

Los cortes en que se realizó la inmunohistoquímica se procedió a una
tinción de hematoxilina para visualizar los diferentes componentes del tejido
celular estudiado y observar la localización de las isoformas de NOS.

Determíoaeión de la formaeión de urea eomo índiee de la aetivídad de

la arginasa

La determinación de la actividad de arginasa se realizó
espectrofotométricamente mediante la medición de la velocidad de formación
de urea a partir de L- arginina. La urea reacciona con ureasa y glutamato
deshidrogenasa con consumo de nicotinamida-adenín dinucleótido reducido
(NADH). El fundamento de la técnica es la medición de la disminución al;
absorbancia a 340 nm del NADH que es proporcional a la concentración de
urea presente en la muestra. Como valor de referencia se utilizó un estándar
de urea (0,5 mg/ ml) (Weiner, Argentina).

Las glándulas enteras fueron incubadas en 500 pl de una solución de
KRB pH 7,4 gaseado con carbógeno en un baño a 37 °C por 30 min en
presencia de arginina (1,5 y 10 HM). Al cabo de la incubación, las glándulas se
homogenizaron en buffer Hepes 20 mM pH 5,5 y se centrifugaron (18.000 g
10 min a 4°C) para la posterior determinación 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, y
NADH 0,31 mM en buffer Tris-HCl 100 mM pH 8) (Biosystems S.A,
España) se agregaron 10 pl del sobrenadante o de estándar y se midió la
absorbancia a 340 nm a los 30 s, a los 90 s y a los 150 s de iniciada la reacción
en un espectrofotómetro Beckman.

Se reservaron 20 pl de cada homogenato para la posterior
determinación de proteinas por el método de Lowry et al (1951). Los
resultados se expresaron en ug de urea por mg de proteína/ minuto.

Expresiónde niveles de W mensajero de [(05 I

ExtincióndeW

El ARN total fue obtenido de glándulas submaxilares, parótidas y
corteza cerebral de ratones NOD y BALB/c. Todo el material descartable y
las soluciones empleadas para estos estudios se encontraban libres de
nucleasas de ARN.

La extracción del ARN se basa en la utilización del método de

Chomczynski et al (1987)que emplea como reactivo de extracción una mezcla
de tiocianato de guanidinio-fenol y cloroformo (TRlzol, Gibco, Life
Technologies).

Una vez sacrificados los animales, las dos glándulas submaxilares o
parótidas de cada animal o la corteza cerebral del mismo se colocaron en
tubos de polipropileno que contenían 0,5 ml del reactivo de extracción 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 polisacáridos. El
sobrenadante se pasó a tubos limpios y se le agregó 100,41de cloroformo,
tapó y agitó durante 15 s. Posteriormente se centrifugó 15 min a 12.000 g a 4
°C para separar la fase orgánica de la fase acuosa (donde se encuentra
solubilizado el ARN). Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se le
agregó 250ul de isopropanol (de esta manera se produce la precipitación del

y se incubó la mezcla 10 min a temperatura ambiente. Luego, se
centrífugó 10 min a 12.000 g a 4 °C y se descartó el sobrenadante. El
precipitado que contiene el ARN se lavó con 75 °/ode etanol para eliminar
restos de proteínas. En el paso final el ARN se resuspendió en agua destilada
tratada con dietil pirocarbonato (DEPC).
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La cantidad y pureza del ARN total obtenido se verificó por medición
de la absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotómetro y el cociente de ambas
lecturas se encontró en una relación entre 1,6 a 1,8. Por último las muestras
fueron almacenadas a -20 °C hasta ser utilizadas para la técnica de
transcripción reversa y posterior reacción en cadena de la polimerasa (RT­
PCR).

Iranserípeión reversa y amplifieaeión de fragmentos de fiDNeopia

La transcripción reversa se realizó sobre 5 pg de ARN total de
glándulas submaxilares, parótidas o corteza cerebral de ratones NOD y
controles. La síntesis de la primera cadena de ADN copia (ADNc) se realizó
utilizando 200 U de la enzima M-MLV RT ( Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse transcriptasa, Amersham Pharmacia, EEUU), oligo (dT)18 como
cebadores (primer!)y dNTP’s 0,5 mM de cada uno. En ciertos tubos se utilizó
agua destilada con DEPC sin ARN como control de la transcripción. La
reacción se llevó a cabo a 37 °C durate 1 h, con un paso de inactivación
enzimática de 5 min a 65 °C.

Una alícuota de 3 ul del volumen de reacción anterior fiJe utilizada para
la amplificación, en un termociclador AMPLITRON Il, por la técnica de PCR
de los mensajeros de NOS I y del mensajero de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como control semicuantítativo.

El ADNc se agregó a 25 u] de la siguiente mezcla de reacción: dNTP’s
ZOOuMde cada uno, primer; específicos 800 nM de cada uno, 'Ïaq polimerasa 1
U (Amersham Pharmacia Biotech), buffer para PCR 1X (conteniendo lOmM
Tris-HCl pH 9 y 1.5 mM MgClZ).

Las secuencias de los primers (lnvitrogen, EEUU) específicos fueron
diseñadas basándose en las secuencias publicadas de la isoforma de NOS I
murina (GeneBank GI: 397828) y a las que se hallaban publicadas por Barlett.
et al (1999). La secuencia para la isoforma NOS I son: para el primer sense
5'-TGTGTGGGCAGGATCCAGTG-3’, y para el primer antisense
5'-GGGACAGGCGCTGAACTCCA-3’ (nucleótido +1340 a +1847)y los
pares de primer; para GAPDH son: para el primer sense 5’­
TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG -3’ y para el primer antisense 5’­
TCC'ITGGAGGCCATGTAGGCCAT-3’.

El programa de PCR usado fue el siguiente: se realizó un primer paso
de 5 min a 94 °C, y luego 40 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 40 s,
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pegado de primers a 55 °C por 40 s, y elongación a 72 °C por 1 min, mas un
paso de elongación final de 10 min a 72 °C. Para realizar la PCR para
GAPDH se procedió de la misma manera que para NOS I con las mismas
muestras de tejidos.

Los productos finales de amplificación fueron sembrados (10 y
separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro
de etidio, en buffer Tris-borato-EDTA. Luego de la corrida se expusieron los
geles a la luz U.V., y se fotografiaron utilizando una cámara digital Kodak
DC120. Posteriormente, las bandas presentes en los geles se cuantificaron
mediante el programa Multi Gauge, Fujifilm y se las normalizó con los niveles
de GADPH de cada muestra.

finálísís Estadístíeo

La significación estadística de diferencias fue determinada por la prueba
t- de student con dos colas para las poblaciones independientes. Cuando las
comparaciones múltiples eran necesarias, la prueba de ANOVA con
contrastes de Newman-Keuls fue utilizada después del análisis de varianza.
Las diferencias entre las medias eran consideradas significativas en P<0.05.
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Resullaclos y Conclusiones
(araeterizaeión de la síaloadenitis el) los ratones NOD.

Histología de Gláxlulas saliuales

Los ratones NOD de 15 semanas presentaron una morfología alterada
de las glándulas submaxílares con un aumento en la relación ductos/acínos en
las mismas, en comparación con ratones BALB/c. Esta alteración estructural
a las 15 semanas estaba acompañada por disfunción secretoria, como se verá
mas adelante.

Con el objeto de estudiar si este aumento en la relación ductos/acínos
era progresivo con el desarrollo de la sialoadenitis se realizaron estudios
histológicos en dos de las glándqu salivales mayores, como son las glándulas
submaxilares y parótidas 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 cuantificó en los cortes la cantidad de ductos presentes en 20
campos con un aumento de 400 X.

Glándula Submaxilar Glándula Parótida
BALB/c NOD BALB/c NOD

10 sem 18,2 i 0,7 31,0 i 0,7* 8,9 i 0,3 8,1 i 0,2
15 sem 23,8 i 0,8 33,0 il: 1,3* 9,1 i 0,4 11,3 i 0,5
25 sem 20,5 i 0,4 28,4 i 1,0* 10,8i0,6 12,0 i 0,9

Tabla l: Número de ductos en glándulas submaxilares y paróu'das de ratones NOD y controles
de distintas edades. En cortes histológicos de glándulas salivales de ratones NOD y BALB/c
teñidos con hernatoxilina-eosina se contabilizaron la cantidad de ductos presentes en 20 campos
con un aumento de 400 X. Los valores representan la media :t SEM de las mediciones cn 5
ratones de cada grupo. ‘ Diferencias significativas con respecto a los ratones controles de la
misma edad. p<0.01.
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Figura 1: Estudio histológico de glándulas submaxilaxesde ratones NOD y controles de distintas edades.
Glándulas submaxílares de ratones NOD y BALB/c de distintas edades fueron extraídas y fijadas e incluidas en
parafina como se indica en materiales ymétodos “ ' " *’ ' "'ehematoxílina-eosina
y se observó la morfología de las glándulas y la relación ductos/ acínos. Las Flechas indican la desrtuccíón del
epítielio ducta y la micro y macrovacuolización de los acinos. A: acinos; D: ductos; P: núcleos pícnótícos
positivos; T:Tabique.

En glándulas submaxílares se puede observar (Figura 1, Tabla 1) que a
10 semanas de edad presentan un número mayor (p<0,0l) de ductos por
campo con relación a los ratones controles. No obstante esta alteración en la
cantidad de ductos, la morfología de los mismos no se encuentra alterada, en
cambio en los acinos se observa microvacuolízación. En edades donde se hace
evidente la disfunción secretoría (ver mas adelante), 12 semanas en adelante, la
relación de ductos/acínos se mantiene aumentada significativamente (p<0,01)
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con respecto a los ratones controles; sin embargo esta relación no presenta un
aumento significativo con el incremento en la edad en los NOD. En esta edad
(15 sem) se puede apreciar que la morfología de los ductos ha comenzado a
alterarse y las lesiones emeoran en ratones de 17-18 semanas (no mostrados).
Dicha alteración consiste en una pérdida de homogeneidad citoplasmática en
las células que componen el epitelio de los ductos que también se hace
evidente a escala nuclear. Asimismo, los acinos pasan de una
microvacuolización a una vacuolización de mediano a gran tamaño y además
se observan imagenes de núcleos picnóticos positivos que corresponden a
imágenes apoptóticas.

Figura 2: Observación de infiltrados linfomononucleares en glándulas submaxílares de ratones NOD.
Glándulas submaxilares de ratones NOD de 25 semanas de edad fueron extraídas y fijadas e incluidas en
parafina como se indica en materiales y métodos. Posteriormente se realizaron rinciones de hernatoxilina­
eosina yse observó lamorfología delas glándulas y lapresencia de infiltrados.

Asimismo, en estos cortes se estudió la aparición de focos de
infiltración 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 infiltración pequeños y
aislados se pudieron observar en 3 de los 9 ratones analizados de 15 semanas.
Estos focos eran muy incipientes y su localización era periductal. Incluso, en 1
de los 3 ratones normales analizados también se observó un infiltrado aislado
sugiriendo que no había 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 infiltración de
localización periductal (Figura 2 A, B).
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Figura 1": - 4' ‘ ' ‘ ‘ 'D' ¿"3" 4 ‘ r "" 4 ‘ NOD ycontroles,Glándulasparótidasde
ratones NOT) y BALB/c de 10 15 y 20 semanas dc edad fueron extraídas y fijadas e incluidas en parafina
como se indicaen materialesy métodos. Posteriormente se realizaron tincíones de hemamxilina-emmay
se observó la morfología de las glándulas y la relación ductos acinos. Las letras indican Rc acinos, D:
ductos;B: Bazo;T: tabique.

. Al estudiar la morfología de las glándulas parótídas (Figura 3) en los
ratonesNOD, se observaque no presentan tipo de alteracióncomo
las observadas en las glándulas submaxilates.

Una conclusión preliminar de estas observaciones es que existen
diferentes fenómenos propios de cada glándula, que en este caso, se
manifiestan como alteraciones hístológicas únicamente en las
glándulas submaxílares. Esto sugiere que dicha glándula salíval tendría
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un microambíente más favorable como químioatractante para células
del sistema inmune.

Seereeión saliva!

Una de las características principales del sindrome de Sjógren es la
pérdida progresiva de la función secretoria saliva] y lagrima]. Con el objeto de
evaluar la función secretoria en las hembras NOD, se realizaron ensayos írzvivo
de flujo saliva] y liberación de amilasa saliva]. Dado que en roedores no se
observa secreción basa] de saliva en ausencia de estímulo secretorio, y como
se comentó anteriormente la secreción saliva] es estimulada principalmente
por el sistema nervioso autónomo parasimpático mediante la acción de
acetilcolina y péptido intestinal vasoactivo (VIP), la secreción se indujo con
una inyección intraperitonea] de un agonista muscarinico como es la
pilocarpina o la combinación de pilocarpina más VIP.

Se realizaron experimentos para determinar la tasa de flujo saliva] 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 incluyó en los
estudios de flujo saliva] a los ratones de 25 semanas puesto que la totalidad de
los mismos presentaban focos de infiltración en las glándulas submaxilares.
Además, dividimos la etapa de 15 semanas en dos partes ya que en ella hubo
una progresión de cambios morfológicos de las células acinares y ductales.
Así, medimos secreción saliva] en una etapa mas temprana, 12-14 semanas,
con el objeto de detectar una posible disminución gradual de la función
secretoria, y entre las 15-18 semanas donde ya los cambios histológicos eran
mayores.

BALB/c NOD
Semanas (ul/ min ‘ 100g de peso)

10 65 i 2 69 :t 1
12-14 68 :t 3 48 :t 5*
15-18 62 :t 3 44 :1:3*

Tabla 2: Flujo Saliva]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 materiales y métodos. Los
valores son la mediai ES de al menos 4 ratones de cada cepa. * Diferencias
significativas entre ratones NOD y controles (p<0,05).



iO...O0.00000000000000000000.00000ÓOOOOOOOOOOOÓOOC

Resun'aclos y Conclusiones

En los ratones NOD, mientras que a las 10 semanas no se observó
reducción en la secreción estimulada con pilocarpina, en el grupo de 12-14
semanas la tasa de flujo salival inducida por pilocarpina file significativamente
menor respecto del grupo control y se mantiene esta diferencia en las edades
más avanzadas.

Flujo Salival Amilasa
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Figura 4: flujo Salivaly secreción de amilasa en ratones NOD (Q) y controles (6 ). Ratones NOD y
BALB/c con un ayuno de 12 horas fueron inyectados con Pilocarpina (Filo) o con una mezcla de
Pilocarpina y VIP (Filo + VIP), la salivafue recolectada durante 12minutos, como se indicaen materiales
y métodos. La figura muestra la media iES de al menos 5 experimentos. * Diferencias significativasentre
distintos tratamientos en lamisma cepa de ratones (p<0,001). Diferencias sígiificativasentre el mismo
tipo de tratamiento pero entre lasdiferentes ratones NOD ycontroles (p<0,005).
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Como la disminución saliva] se presentaba después de la semana 12, los
estudios con pilocarpina y VIP se limitaron a los dos últimos grupos de
edades. Lo que se pudo observar en ratones normales es que en el caso de la
secreción estimulada por pilocarpina + VIP la tasa de flujo salival y la
secreción de amilasa aumentaron significativamente en todas las edades, en
relación a la estimulación con pilocarpina sola (Figura 4). Sin embargo aunque
el VIP aumenta la acción 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 estimulación con pilocarpina de la proveniente del
estimulo con pilocarpina y VIP. Esta ausencia de estimulación con VIP se
mantiene en los ratones NOD del grupo etario comprendido entre 12-18
semanas.

Cuando se analiza la secreción de amilasa como índice de secreción

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 BALB/c. Pero como se ilustra en la figura 4 en los
ratones controles la liberación de amilasa aumenta significativamente al
coestimular con VIP respecto al tratamiento con pilocarpina en ambos grupos
de edades. En los NOI) también falla la estimulación de la secreción proteica
con VIP respecto a pilocarpina desde las 12-14 semanas y un efecto menor se
observa en el siguiente grupo etario.

Estos resultados indican que los ratones NOD presentan un
menor flujo saliva] que los ratones controles a partir de las 12semanas.
Por otro lado, si bien en los ratones controles hay un aumento de la
secreción saliva] y proteica al coestimular con VIP, en este modelo de
síndrome de Siógren habría una menor respuesta ante ese estímulo.

Expresiónde (Minas

Los defectos en el sistema inmune de los NOD se cree que pueden
contribuir a la iniciación de la respuesta autoinmune. Otros autores
determinaron que la producción elevada de IL-12 por células presentadoras de
antígeno en estos ratones podría dar lugar a un corrimiento de la respuesta T
hacia el fenotipo Thl observado en el curso de la sialoadenitis. Por otro lado
se habia descripto un aumento de citoquinas Thl en infiltrados linfocitarios de
glándulas de ratones NOD 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 producía ese desbalance de las citoquinas hacia un perfil Thl.

Por tal motivo medimos los niveles de dos citoquinas Thl como son el
TN F-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 más representativas citoquinas que
se encuentra involucrada en los procesos anti-inflamatorios como es la IL-IO.
También realizamos un cultivo de esplenocitos estimulados con anti-CD3 y
anti—CD28,para poder determinar la máxima respuesta de producción de
citoquinas Th1 y Th2 en los sobrenadantes. Por último medimos niveles de
citoquinas en glándulas salivalesde ratones NOD en dos tiempos que abarcan
el período donde comienza la disfunción 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 yde ontroles. Semidieron los nivelesde
citoquinas por elisas como se describe en materiales y métodos. Los valores son la
media i ES de 4 ratones. * Diferencias significativas con respecto a los ratones
control es yalos NOD de 8semanas,p<0.05. H p<0.05 vs.12semanas.

En la figura 5 se puede apreciar que existe un incremento de los niveles
de TNF-0L en el suero de los ratones NOD a partir de las 15 semanas.
Paralelamente, los niveles de IL—10disminuyen en el suero en la misma
semana. La otra citoquina Thl, IL-12, aumenta de forma significativa en la
semana 16.
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Cuando analizamos la producción de citoquinas en los sobrenadantes
de cultivo de esplenocitos de N OD, podemos observar que sólo IFN- y (Thl)
que es indetectable en sobrenadante de BALB/c aumenta más
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: Niveles de citoquinas en esplenocitos de bazo de ratones NOD y
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
midieron los niveles de Citoquinas como se describe en materiales y métodos. Los
valores son lamedia i ES de 4 ratones. á:Diferencias significativascon respecto alos
ratones controles ya los NOD de 10semanas,p<0.05.

Sin embargo no se observan cambios en los niveles de citoquinas en las
glándulas submaxilares en las dos edades estudiadas (Tabla 3). Se detectó una
disminución de la 11,10 en parótida de ratones NOD a las 15 semanas.

BALB/c NOD
I 12 semanas l 15 semanas

Submaxilar Parótída Submaxílar Parótída Submaxilar Parótida

TNFa 0.31i0.09 7.04i2.08 0.38i0.06 4.83i0.90 0.21i006 5.481’081

INF oy 286142114 15.97i1.92 2.57i0.39 14.99i2.21 3.19i0.13 26.65Ï8.72
11,10 0.97Ï0.29 7.82i1.84 2.15i0.54 6.39Ï0.70 1.96i0.61 2.27ÏO.61*

Tabla 3: Niveles de citoquinas en extracto de glándulas 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 determinó los niveles de citoquinas presentes eñ9los
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 asociación entre el inicio de la disfunción
salival, la alteración en la morfología de las glándulas salivales y el
desbalance de cítoquinas Thl/Th . En estos ratones la disfunción
saliva]precede a los otros dos fenómenos estudiados.

fletívidad de Óxido Nítríeo Sintasa

Dado que el óxido nítrico interviene en la secreción saliva]mediada por
receptores muscarinicos como también participa en la señalización activada
por VIP en tejidos exócrinos, investigamos la actividad de la óxido nítrico
sintasa en condiciones basales y estimuladas en ratones NOD de diferentes
edades y sexos.

Submaxilar Parótida
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Figura 7: Efecto de la edad en la actividad de NOS en glándulas submaxilar y parótida de
ratones NOD y controles. Glándulas salivalesde hembras NOD (O) y BALB/c (%) fueron
incubadas para la determinación de NOS como es indicado en materiales y métodos. En
machos de 12 semanas ninguno de ellos presenta disminución de NOS en las glándulas
salivales,en cambio a las 16 semanas de edad 1/3 de los machos analizados desarrollan la

alteración. Los valores representan la media i ES de.al menos 5 experimentos. * Diferencias
sigiiticatn’as con respecto a los valores de los ratones controles y a los NOD de 10semanas ,
p<0.05.

La Figura 7 muestra la actividad basal de la enzima óxido nítrico sintasa
en las glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD de distintas edades.
En ambas glándulas salivales se puede observar una disminución progresiva
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de la actividad con la edad que es más evidente en las glándulas submaxilares
que en las parótidas,

En vista de estos resultados decidimos trabajar con ratones hembras de
14 a 16 semanas en los que el efecto de reducción de la actividad de NOS era
máximo y se manifestaba en más del 80 "/ode las hembras.

Con el objeto de determinar si las isoformas de NOS involucradas en este
efecto son dependientes de calcio, se determinó la actividad de NOS en
presencia de 5 mM de EGTA para inhibir la producción de la [14CÏJ-citrulína
generada por las isoformas NOS I y III.

Submaxilar Parótida
O!OO l

300 '

["C]Citrulina(fmollmgtejido)

O

BALBIc NOD BALBIc NOD

Figura 8: Actividad de NOS en glándulas submaxilar y parótida de ratones NOD y
controles.GlándulassubmaxilaresderatonesNOD (Q)yBALB/c(fi)de "14-16
fueron incubadas con L[U—”C]—arginina.La actividad de NOS se determinó según se
describe en materiales ymétodos. Los experimentos se realizaron en ausenciade5 mM de
EGTA(.) o presencia (9)) como es indicado en el gráfico. Los valores representan la
media i ES de 6 experimentos. * Diferencias significativascon respecto ala actividad
total en ausencia de EGTA, p<0.05. M 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 glándulas submaxilares y parótidas de los ratones controles son
dependientes de calcio dado que no se detectó 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. Además, no
hay diferencia significativa entre la actividad medida en presencia o ausencia
de EGTA. Es interesante notar que, aunque de menor magnitud, las parótidas
de ratones NOD muestran un efecto similar a las submaxilares, a diferencia de
lo observado en el análisis histológico en que sólo las glándulas submaxilares
presentaban alteraciones estructurales.

Para establecer si la actividad de NOS era sensible a la estimulación por
neurotransmisores responsables de la secreción saliva],se midió la actividad de
NOS en glándulas submaxilares de ratones NOD y controles en presencia de
un agonista muscarínico, carbacol, como de VIP o estimulados por ambos
sialogogos.

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‘s M VIP y con la estimulación conjunta de carbacol y VIP. Sin
embargo la actividad de óxido nítrico sintasa en las glándulas submaxilares de
los ratones NOD no se modificó en presencia de estos estímulos. En
glándulas parótidas los resultados fueron similares.

BALBIc NOD5 w
Carb -7 VIP-8 Carb+

[“ClCitrulina(fmollmgtejido)
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Figura 9:Efecto del VIP ycarbacol en la actividadde NOS en glándulas submaxilarde ratones NOD y controles.
Glándulas submaxilar de NOD (0)}!BALB/c (fi) fueron incubadas con el sustrato y carbacol lfl'lMo VIP 10"2M
o una mezcla de ambos según corresponda. Posteriormente se realizó la determinación de NOS, como es
indicado en materiales y métodos. Los valores representan la media i ES de al menos 5 experimentos,
’Diferencias significativascon respecto avalores basalcs,P< 0,054
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Señalización mediada por óxido nítríeo

Mediciónde nivelesde We

Uno de los blancos de acción del óxido nítrico es la activación de
guanilil ciclasa soluble, produciendo un aumento en la concentración de
GMPc intracelular y promoviendo la secreción de agua y electrolitos, y
proteínas. Por tal motivo medimos la acumulación de este nucleótido cíclico
en glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD de 15 semanas en
condiciones basales y luego de la estimulación con VIP (Figura 10).
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Figura 10: Efecto del VIP en la acumulación de GMPCcn glándulas submaxilar ypárotida de ratones NOD y
controles. Glándulas salivalesde NOD (.)y BALB/c (ü) fueron incubadas con concentraciones crecientes de
VIP para la posterior determinación de los nivelesintracelulares de GMPC, como es indicado en materiales y
métodos. Los valores representan la media i ES de al menos 5 experimentos. i’vDiferenciassiglificatívas con
respecto a valores basales, p<0.05. ** Diferencias significativasentre el mismo tratamiento con respecto alos
ratones controles, p<0405.“t Diferencias significativascon respecto a lamisma concentración de VIP pero sin
el inhibidor de NOS, p<0.001.

Se observó un aumento de la acumulación de GMPc en ambas

glándulas salivales de ratones BALB/c estimuladas con el neurotransmisor.
Sin embargo, las glándulas submaxilares de los ratones NOD no responden al
VIP a esas concentraciones y las parótidas de estos mismos ratones presentan
menor respuesta al VIP que los ratones controles. Con el objeto de evaluar la
participación de la NOS en la producción y acumulación de GMPc se
incubaronlas con VIP en presenciade LNMMApara inhibirla
actividad de la NOS, En los ratones controles el aumento de los niveles del

nucleótido cíclico fue inhibido significativamente (p<0,001) por LNMMA,
sugiriendo que el aumento de GMPC se debe a la acción del óxido nítrico. Sin
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embargo, si bien estimulando con VIP se produce un aumento en los niveles
de GMPc en las glándulas parótidas de los ratones NOD, esta acumulación de
GMPc no es debida a la acción del óxido nítrico ya que no existen diferencias
significativas en el tratamiento con VIP 10'7 M en presencia y ausencia de
LNMMA.

Los niveles de GMPC estimulados por VIP se midieron en presencia de
atropina 1.10‘7M para comprobar si el efecto del VIP era indirecto, a traves de
un cambio de afinidad de los receptores muscarínicos 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 acumulación de este mensajero cíclico.

Resumiendo los resultados expuestos hasta aquí, podemos decir
que en las glándulas submaxilares de los ratones NOD no se detecta
actividad de la óxido nítrico sintasa en condiciones basales ni ante la
estimulación de receptores muscarínicos o de VIP. El efecto comienza
a las 12semanas y es similar, aunque de menor magnitud, en parótidas.
Asimismo, en las glándulas de estos ratones no se observa acumulación
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 óxido nítrico sintasa en las glándqu
submaxilares, planteamos las siguientes hipótesis:

A. Alteración en la expresión y/o localización de una o
varias de las isoformas de NOS en las glándulas
salivales.

B. Alteración en la transcripción del ARNm de la o las
isoformas involucradas.

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

D. Regulación de la actividad por fosforilación mediada
por quinasas
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filteraeíón el) la expresión y localización de una o varias

de las ¡soformas de N05 en las glándulas saliuales.

Expresión de Ísoformas cb [(05 por innumodeteeeíón sobre oih‘oeekllosa

El siguiente paso consistió en identificar las diferentes isoformas de la
NOS y las posibles alteraciones cn alguna o algunas de ellas en las glándulas
salivalcs de los ratones N OD. Para ello se realizaron homogenatos de
glándulas salivales, y los extractos dc las mismas se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamída (SBS-PAGE) y a una posterior inmunodetección con
anticuerpos monoclonales específicos contra las tres isoformas de la
NOS(immunobotting). Además del control positivo para cada isoforrna,
provisto por el fabricante junto con los anticuerpos, se utilizó como control
positivo un extracto de corteza cerebral de los mismos animales de los cuales
se habían extraído las glándulas salivales.

La figura 11 muestra una modificación en el patrón elcctroforético de la
NOS I en glándulas submaxilares de ratones NOD. En cambio en la parótida
de los ratones NOD se observó una disminución de la intensidad de la banda.

La modificación en el patrón electroforético de NOS I no se observa en el
cerebro de estos animales.

Para lograr la inmunodetección de las isoformas NOS II y NOS III con
cl método de detección de fosfatasa alcalina, sc debió aumentar la
concentración proteica de los homogenatos para sembrar en cada calle del gel.
Se pasó de 75-100 pg/ calle a 150-200 ug/ calle, confirmando de este modo los
resultados de otros autores sobre la expresión mayoritaria de NOS I en este
tipo de tejido exócrino. Como muestra la figura 11, no se observaron
diferencias significativas en la expresión de la isoforma NOS II, ni en la NOS
lll entre BALB/c y NOD en ninguno de los tejidos estudiados. Incluso no se
detectó la presencia de NOS Il en glándulas submaxilares de ratones NOD ni
en los controles por este método.
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Figura 11:Expresión de las isoformas de NOS en glándulas salivalesy cerebro
de ratones NOD y BALB/c. Los extractos de tejidos de ratones NOD y
BALB/c fueron obtenidos como se describe en materiales y métodos.
Extractos de glándulas submaïilares (SM),parótidas (P),corteza cerebral (C)y
control positivo (+) fueron sometidos a una SBS-PAGE 7,5% y
posteriormente a ensayos de ínmunoblotting con anticuerpos monoclonales
específicos para las isoformas NOS I, II, III. Las flechas indican las bandas
correspondientes a cada isoforma, con el peso molecular relativo en kDa El
resultado mostrado es representativos de almenos 5 experimentos similares

Localizaciónde la isoforma [(05 l por innumolfistoquímiea

Basándonos en los resultados de actividad acerca de la participación de
isoformas dependientes de Ca”, y en los resultados de inmunodetección
sobre nítrocelulosa donde el perfil electroforétíco de la isoforma NOS I se
encontraba alterado, nos centramos en el estudio de esta isoforma en
glándulas submaxílares y determinamos su localización y distribución en
cortes de tejido glandular.
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Figura 12:Inmunnhistoquímica de NOS I en glándulas submaxflaresde ratones NOD y controles. Glándulas
submaxilares de ratones NOD y BALB/c fueron extraídas y fijadas e incluidas en parafina como se indica en
materiales y métodos. Posteriormente se realizaron inmunodetección de NOS l con anticuerpos como se
describe cn materialesy métodos.

No se observan diferencias en la localización de la isoforma NOS I en

las glándulas submaxilares de los ratones NOD y los controles (figura 12).
Resultados idénticos se observaron en glándulas parótidas para esta isoforma,
indicando que la menor actividad de NOS observada en los ratones NOD no
se debe a una diferente expresión o localización en las glándulas salivales.

[Alteración el) la transeripeión del flRNm de N05 l

En vista de la alteración observada en el patrón electroforético proteico
de la NOS I, nos preguntamos si los niveles de ARN mensajero (ARNm) de
esta isoforma podrían estar alterados en las glándulas de los ratones NOD. Se
realizaron ensayos de RT-PCR en extractos conteniendo ARNm de las
glándulas salivales de ratones NOD y BALB/c, y como control positivo se
utilizó 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 glándulas submaxilares y parótidas de las dos
cepas de ratones, por lo cual la menor actividad y diferente patrón de
expresión no pueden ser atribuibles a variaciones en los niveles del mensajero
de NOS I. Por tanto nos orientamos al estudio de una posible regulación
negativa de la actividad 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 fosforilación por PKC o CaMKII.
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Figura 13: Expresión del ARN mensajero de la isoforma NOS I en giándulas
salivalesy corteza cerebral de ratones NOD y BALB/c. Los ARNs de tejidos de
ratones NOD y BALB/c fueron obtenidos como se describe en materiales y
métodos. ARN de glándulas submaxilares (SM), parótidas (P), corteza cerebral
(Cer) fueron Sometidos a una RT-PCR con pit/mer;específicos para NOS I y
GAPDH. Los resultados son representativos de 4 experimentos similares y las
barras indican las áreas relativasde las bandas obtenidas en esos 4 experimentos.

Regulación de la aetividad de la NOS por disponibilidad de

sustrato o eofaetores de la enzima.

Disponibilidadde sustrato y eofaetores de la [(05

La NOS requiere la presencia de diversos cofactores para su actividad, y
una deficiencia en alguno de estos puede producir una disminución en la
actividad de la enzima Otro factor que podría reducir la actividad enzimática
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 si algunos de estos fenómenos
eran responsables de la disminución de la actividad de la NOS que se observa
en los ratones NOD de alrededor de 15 semanas. Para ello se modificó la
técnica de medición de la actividad de óxido nítrico sintasa. La técnica

empleada hasta el momento permitía medir la conversión de argininia en
cítrulina en el tejido intacto en lugar de en un extracto, es decir, no supone el
agregado de cofactores en forma exógena sino que el tejido, en un medio
fisiológico y oxigenado permanentemente, utiliza los cofactores disponibles en
el medio intracelular. Del mismo modo, el aporte de arginina marcada
exógena también se encuentra sujeto a los mecanismos de transporte del
aminoácido a través de la membrana. Por todo esto y en el marco de la
hipótesis de que la menor actividad de NOS estuviera relacionada con una
menor disponibilidad de cofactores o de sustrato, realizamos la determinación
de la actividad de NOS en un extracto de tejido glandular en presencia de
cofactores agregados de forma exógena al medio de incubación.
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Figura 14:Actividad de NOS en extracto de glándulas submaxilares de
ratones NOD y controles. Homogenatos de glándulas submaxilares de
ratones NOD (O) yBALB/c (e) fueron incubadascon elagregadodel
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 i ES de 3 experimentos. ** Diferencias
significativascon respecto alos ratones controles, p<0.05.

La figura 14 muestra la actividad de la NOS medida en glándulas
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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disminución 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.

Ltilizaeióode la ¡gínioa por otras vías matáaólieas

La disponibilidad de sustrato también podria modificarse por la
utilización del mismo en otras Vias metabólicas que no condujeran a la
producción 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 determinación de la conversión enzimática de L-[“C]—
arginina en [14C]—citrulinaTambién la arginasa consume L-arginina para
producir urea. Con el objeto de estudiar si en las glándulas salivales de los
ratones NOD se observan diferencias en la actividad de arginasa, se evaluó la
la formación de urea en dos concentraciones de arginina.

WO j

pgdeurea/mgdeprot

d UI

BALB/c NOD

Figura 15: Medición de producción de urea por glándulas
submaxilares de ratones NOD y controles. Las glándulas submaxilares
de ratones NOD (Q) y BALB/c (fi) se incubaron en presencia de
arginina (1,5 Posteriormente se midieron los nivelesde urea
presentes en la glándulas submaxilares como es indicado en materiales

lamedia + FS de 3 experimentos.ymétoclos. Los valoics

En la figura 16 se muestra la conversión de arginina en urea por las
glándulas 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 glándulas submaxilares y en las
glándulas parótidas 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 glándulas de ambas cepas y, a estas
concentraciones de sustrato, esta vía enzimática no participaría en la
disminución de la formación de [14C]—citrulinaobservada.

Regular-¡iónde la aetiuidad por fosforílaeión mediada por

quinasas

Regulaciónpost-h'adueeíooalpor me

Se ha demostrado que la óxido nítrico sintasa es capaz de ser regulada
por fosforilación. Diversos autores postulan que varias proteinas quinasas son
capaces de mediar dicha acción. Recientemente hemos descrito una regulación
negativa de la actividad de NOS por PKC en glándulas submaxilares y
patótidas de rata Pero otra quinasa, como es el caso de la quinasa dependiente
de Ca2+—CalmodulinaII (CaMK II), también podría tener un papel clave en la
regulación negativa de la NOS, especialmente de la NOS I (Hayashi,1999).Por
tal motivo, estudiamos la actividad de NOS en las glándulas salivales de
ratones NOD y controles en presencia de inhibidores selectivos para estas
quinasas.
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[“C]Citrulina(fmol/mgtejido) "' BIS " BIS
5.10‘g M 5.1043 M

Figura 16: Efecto del inhibor de PKC sobre la actividad de NOS en
glándulas submaxilares de ratones NOD y controles Glándulas
submaxilares de ratones NOD (O) y BALB/c (fi) fiieron incubadas con el
sustrato y en presencia o ausencia de SOnM de bisindolilmaleimidaGSIS),
según corresponda. Posteriormente se determinó la actividad de NOS,
como se indica en materiales ymétodos. Los valores representan la media i
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 óxido nítrico
sintasa en condiciones basales y en presencia de un inhibidor específico de
PKC, como es la bisindolilmaleimida, a una concentración que inhibe
selectivamente la proteína quinasa C.

En la figura 16 se observa que la actividad de la NOS en glándulas
submaxilares no se modifica en presencia del inhibidor de PKC en los ratones
NOD ni en los controles. Si existiera una regulación por fosforilación en
glándulas submaxilares de ratones ésta no sería mediada por PKC.

Reguiaióqpost-haámíonalpor(4le

En segundo término, se determinó si la disminución de la actividad de
la NOS podría deberse a la actividad de la quinasa CaMKlI. 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 inhibidor de la CalciowCalmodulina Kinasa II sobre la
actividad de NOS en glándulas submaxilares de ratones NOD y controles. La
actividad de NOS se determinó como se describe en materiales y métodos. Los
experimentos se realizaron con 5 Mi“ de KN—93en presencia o ausencia de
LNMMA. Los valores representan la media i ES de 5 experimentos. * Diferencias
significativas de ¡(N-93 vs. basal en cada cepa, p<0.05. M Diferencias significativas
entre basalde NOD vs los ratones controles, p<0.05 .

La figura 17 muestra que a1 inhibir la acción de esta quinasa en las
glándulas 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 glándulas parótidas de ratones NOD (datos no mostrados).
Estos resultados indican que la disminución de la actividad de NOS podría
deberse a una regulación negativa por fosforilación por parte de CaMKII,

Resultados similares se obtuvieron cuando se realizaron estas mismas

mediciones de actividad de NOS en un extracto de glándulas submaxilares. Se
observó que la presencia de KN-93 en el medio de incubación produce un
aumento significativo (p<0,05) en la actividad de la enzima en ratones NOD.
Esto confirma el resultado obtenido en glándulas submaxilares enteras de
estos ratones, es decir, que la CaMKII estaría inhibiendo la actividad
enzimática de la NOS y no la entrada de arginina a la célula, o la
disponibilidad de los cofactores (Figura 18).

60­
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KN-93 KN-93
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Figura 18:Efecto del inhibidor dela Calcio-calmodulinaKinasa II sobre
la NOS en extractos de glándulas submaxilares de ratones NOD y
controles. Homogenatos de glándulassubmaxilaresde ratones NOD (Q
y BALB/c fi) fueron incubadas con el agregado del sustrato y los
cotilctores de NOS y en ausencia o presencia de KN-93. La actividad de
NOS se determinó como se indica en materiales y métodos. Los valores
representan la media i ES de 3 experimentos. *Diferencias significativas
con respecto alvalor basal,p<0,005.

Por otro lado investigamos si la inhibición de CaMKII modificaba los
parámetros cinéticos de la NOS y, del mismo modo, si se alteraba la
señalización mediada por óxido nítrico, como es el caso del GMPC. Se
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realizaron ensayos de actividad enzimática en presencia de KN-93 con
concentraciones crecientes de arginina y posteriormente se calcularon los
parámetros cinéticos KMy Vmax.

La figura 19 muestra el gráfico de velocidades iniciales para la actividad
de NOS en glándulas submaxilares de ratones BALB/c, de ratones NOD y de
ratones NOD tratadas con KN-93 (NOD + KN-93). Se observa saturación
en el caso de ratones BALB/c y se calcularon los parámetros 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 bibliografía.

Sin embargo, la preincubación de las glándulas submaxilares de ratones
NOD con KN—93restituye la actividad de la NOS con parámetros 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 relación con la Calcio­
Calmodulina Kmasall. Glándulas submaxilaresde BALB/c (7-5 fueron ineubadascon concentraciones
crecientes del sustrato yglándulas submaxilaresde ratones NOD fueron incubadascon concentraciones
crecientes de arginina sola 6-") o en presencia (nu )de RIN-93.Sedeterminó la actividadde NOS como
se ha indicado en ¡materiales y métodos. Los valores representan la media i- ES de al menos 4
expefífnentosen rada rnnrpnrmrión "l 3"

Igualmente, quisimos ver si la inhibición de CaMKII con KN-93
modifica la acumulación de GMPc estimulada por VIP. Para ello realizamos
experimentos de medición de los niveles del nucleótido cíclico en glándulas
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submaxilares en condiciones basales y estímuladas con VIP 10'7 M en
presencia o ausencia de KN-93.

BALB/c NOD NOD + KN-93
KM 3.05 i 1,05 No detennmado 2.51 i 0.94
(PM)
Vmax 2311 i 616 No determinado 1682i 561
(fmol/mg)

Tabla 4: Cálculo de parámetros cinéticos de la enzima óxido nítrico sintasa en glándulas submaxilares de
ratones NOD y controles. Las glándulas fueron incubadas con concentraciones crecientes de arginiua y
posteriormente se midió la actividad de la NOS como se indica en materiales Vmétodos.

La figura 20 muestra que el agregado de KN-93 en el medio de
incubación de las glándulas submaxilares en ratones controles no modifica
significativamente la acumulación de GMPc basal ni la estimulada con VIP
‘10’7M. En cambio, en ratones NOD se observa que el agregado de KN-93
aumenta la acumulación de GMPc estimulada por VIP, sugiriendo que la
inhibición de la CaMKII también restaura la señalización mediada por óxido
nítrico en las glándulas de estos ratones

WQo J
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BASAL VIP(10"M) BASAL V|P(10"M)

Figura 20: Efecto de la Calcio-Calmodulina Kinasa II en la acumulación de GB[Pc en
glándulas submaxilares de ratones NOD y control. Glándulas salivalesde NOD (Q) y
BALB/c (ágá)en condiciones basales o estimuladas con de VIP fileOfl incubadas en
presencia (O) o en ausencia (í;i)de KN-93. La determinación de los niveles de GA[Pc se
realizó como se indicaen materialesy métodos. Los valores representan la media i SEM
de 4 experimentos . l Diferencias significativas con respecto a los niveles de GMPC en
ausencia de KN-93, p<0.()5.
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Los resultados indican una regulación negativa por CaMKII de la
actividad de NOS tanto en BALB/c como en NOD. En estos últimos el
inhibidor de la CaMKII restituye la actividad de NOS y la acumulación
de GMPc producida por NO.





Discusión

Discusión
Los resultados expuestos indican que las glándulas salivales de ratones

NOD presentan una menor actividad de NOS a partir de las 12 semanas
comparada con las de ratones BALB/c de la misma edad y ratones NOD de 8
semanas. La disminución es total en el caso de las glándulas submaxilares en
las que no se detecta actividad de NOS. El efecto sobre la NOS coincide con
una reducción del flujo salival estimulado por pilocarpina sola o pilocarpina y
VIP. Ambos efectos preceden al aumento de los niveles de citoquinas T'hl en
las glándulas y en el suero y a la aparición de infiltrados linfomononucleares
en las glándulas. Además, los resultados apoyan la hipótesis de una regulación
negativa de la NOS por CaM KII.

Estas conclusiones se basan en la caracterización realizada del modelo

NOD en cuanto a aspectos histológicos, inmunológicos y funcionales que nos
permiten distinguir cuatro etapas en el desarrollo de la sialoadenitis en los
ratones NOD prediabéticos:

Una etapa temprana asintomática a las 10 semanas de edad en que se
observa una morfología alterada de las glándulas submaxilares pero no de las
parótidas. Las alteraciones consisten en un aumento del número de ductos por
campo sin modificaciones de la estructura de las células epiteliales. La función
secretoria es similar a la de los ratones controles al igual que la actividad de la
NOS. No hay cambios en los niveles de citoquinas ni infiltrados inflamatorios
en las glándulas.

Una segunda etapa, que comprende entre las semanas 12 y 14 de edad,
en la cual la relación ductos/acinos se mantiene elevada pero con valores
similares a los de la etapa anterior, comienzan a aparecer alteraciones de la
morfología acinar y localización nuclear de los ductos sólo en glándulas
submaxilares. Se observa una disminución del flujo saliva], pero no de la
secreción de amilasa. Comienza a detectarse una disminución de la actividad

de la NOS que es más pronunciada en glándulas submaxilares que en
parótidas.

Una tercera etapa, entre las 15 y 18 semanas de edad, en la que se
observa una progresión de las lesiones histológicas: las glándulas submaxilares
de los ratones presentan alteraciones morfológicas más pronunciadas hacia el
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final de esta etapa, como la vacuolización del citoplasma, entre otras. Las
parótidas no muestran ninguna alteración histológica. Los niveles de
citoquinas aún no se encuentran modificados en los tejidos glandulares,
aunque ya hay un aumento de citoquinas Thl y disminución de Th2 en el
suero. Se pone en evidencia la disfunción secretoria al estimular la secreción
saliva]con el agonista muscarínico pilocarpina como en la etapa anterior, pero
en este caso está acompañada de una disminución en la secreción de amilasa
saliva]. La actividad de NOS ya no es detectable en glándulas submaxilarcs y
alcanza la máxima disminución en las parótidas. No se observa acumulación
de GMPC mediada por NO en glándulas submaxilarcs ni en parótidas.

Finalmente, una cuarta etapa a las 25 semanas en que los ratones aún
son prediabéticos, presentan las mismas alteraciones funcionales que en la
etapa anterior con lesiones histológicas más evidentes, a las que se suma la
aparición de focos de infiltración sólo en las glándulas submaxilarcs.

Algunas de las características señaladas habían sido descriptas por otros
autores. Por ejemplo, en relación al aumento de la relación acinos/ ductos
observada por nosotros sólo en las glándulas submaxilarcs, Leiter (1998)
informó que los acinos de las glándulas submaxilarcs de ratones NOD
presentan apoptosis, no así los de las glándulas parótidas. Esta apoptosis
acinar pudo ser evidenciada a partir de las 12 semanas de edad (Elkon, 1998)y
podría ser indicativa de una modificación genéticamente programada (Leiter,
1998).

En cuanto a los niveles de citoquinas, no observamos cambios en los
niveles de TNF-a, IL-12 e IL-IO en el suero hasta las 15 semanas. En los
tejidos blancos de la respuesta autoinmune, tanto en glándulas submaxilarcs
como en parótidas, no hay variaciones de los niveles de las citoquinas Thl y
Th2 analizadas a lo largo del período estudiado. Y en el bazo, si bien TNF-a e
IL-IO no sc modifican hasta las 15 semanas tal como en el suero y los tejidos,
el IFN gamma ya se encuentra aumentado en los sobrenadantes de
csplenocitos con respecto a los ratones BALB/c y se incrementa aún más a las
12 semanas. Una mayor producción de IFN gamma desde etapas tempranas
fue descrita en ratones NOD y fue relacionada con el desarrollo de la diabetes
('I'sumum,1989).El incremento de IFN gamma observado por nosotros a las 12
semanas como la única citoquina Thl de aparición temprana podría deberse a
una población de csplenocitos productores de IFN gamma con un umbral
más bajo de activación. Sin embargo, el hecho de que los niveles de IFN
gamma no aumenten en los tejidos sugiere que tales células no estarían
presentes como residentes en las glándulas a las 12 semanas. Otros autores
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han determinado un aumento de citoquinas Thl en glándulas submaxilares de
ratones NOD pero éste fue detectado a las 20 semanas (Fox, 1994).En cuanto
a la expresión de estos mediadores, se ha descrito un aumento de la expresión
de las citoquinas IL-l, IL-2, IL-lO e IFN gamma en las glándulas submaxilares
de ratones de 20 semanas (Robinson, 1998). Por su parte Yamano y
colaboradores (1999)observaron una expresión mayor de IL-l, IL-2 e lL-lO
por inmunohistoquímica en las células de los infiltrados presentes en las
glándulas y Yanagi y col. (1998)encontraron un perfil diferente de expresión
local de ARNm de IL-IO e IL-12 en glándulas 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 esta tesis) indican que los niveles de ARNm de
ILrll) son similares en las glándulas de BALB/c y NOD de 12 y 15 semanas,
confirmando las observaciones descritas. Por otro lado, vale destacar que los
métodos empleados aquí para la determinación de citoquinas son los mismos
que se utilizan para describir mecanismos inmunopatológicos como causa de
enfermedad en otros modelos de autoinmunidad e inflamación crónica como
son la artritis reumatoidea en ratones DBVA/2 y la enfermedad de Crohn
(Delgado, 2001; Abad, 2003).

El hecho de que la reducción en la secreción estimulada por pilocarpina
preceda al aumento de citoquinas proinflamatorias en el suero y en las
glándulas y a la aparición de infiltrados inflamatorios en las mismas, sugiere
que la respuesta autoinmune no es la responsable directa de la disfunción en
las etapas tempranas. Ante esta evidencia nos preguntamos qué otros eventos
en las células glandulares, no mediados por la respuesta inmune, podrían
conducir a una pérdida de la función secretoria.

En otras enfermedades autoinmunes se ha propuesto que un fallo
funcional en el órgano blanco podría hacer más susceptible al tejido a una
respuesta autoinmune dirigida contra el mismo. Así, en el modelo de tiroiditis
en el pollo obeso se observó un aumento de la captación de I2 al suprimir la
TSH, que sensibilizaría a la tiroides para la respuesta autoinmune característica
(Roitr, 1998). Del mismo modo, en un modelo de miocarditis autoinmune
inducido en ratones se observó una menor respuesta de las células cardíacas al
estímulo de acetilcolina previo a la infiltración linfocitaria del miocardio (Perez
Leiros, 1994). En cuanto a los ratones NOD, Kong y colaboradores (1998)
sugirieron que la apoptosis en las glándulas submaxilares podría
predisponerlas para la respuesta autoinmune. Además, se ha descrito un
aumento de metaloproteasas y cambios en la expresión de receptores de
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neurotransmisores B adrenérgicos y muscarinicos en las glándulas de estos
ratones, aunque dichas observaciones se hicieron en ratones de más de 16
semanas (Hu, 1994;Nguyen, 2000; Cha, 2001).

En vista de estos antecedentes y basados en la función del óxido nítrico
como mensajero tanto de receptores muscarínicos como de VIP, y su acción
pro-secretoria en parte a través de GMPC descritos en otras especies,
decidimos investigar la integridad del sistema L-arginina/NOS/GMPC en
glándulas submaxilares y parótidas de ratones NOD.

La pérdida de la actividad de NOS es progresiva a partir de las 12
semanas, coincide con el inicio de la disfunción secretoria y, como se señaló
más arriba, no está asociado a un aumento de citoquinas proinflamatorias en
el suero ni en las mismas glándulas. Estos resultados junto al hecho de que las
parótidas no presenten ningún cambio en los niveles de citoquinas ni cambios
histológicos y sin embargo el efecto sobre la NOS y sobre la acumulación de
GMPc también se evidencien, permiten, nuevamente, descartar mecanismos
inmunopatológicos como causa de la lesión funcional y sugieren la
participación de la via L-arginina/ NOS/ GMPC en la disfimción secretoria..

Nos preguntamos qué mecanismos podrian participar en la regulación
negativa de la NOS en el modelo de ratones NOD.

La primera hipótesis investigada fue si una actividad o expresión
diferencial de las isoformas de N OS era la responsable de estos cambios. La
conclusión 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 glándulas salivales de los ratones NOD de 14 a 16
semanas frente a la activación de receptores muscarinicos de acetilcolina y de
VIP, confirmó la naturaleza constitutiva de las isoformas afectadas.

Hasta el momento se había informado sobre la presencia de NOS
constitutivas en glándulas salivales de rata, tanto submaxilares (Rettori,2000;
Peréz Leirós, 2001) como parótidas (Rosígnoli,2002) por mediciones z'rzvitro y con
inhibidores de la actividad de NOS. Por otra parte la presencia de NOS I fue
detectada por inmunohistoquimica en glándulas salivales de rata y hurón
(Takai, 1999; Lomnizci, 1998; Alm, 1997). También se observó que la isoforma
NOS II se puede expresar de forma constitutiva en algunos tejidos de
mamíferos, en los cuales se incluyen las glándulas salivales de rata, y gato
(Lomniczi, 1998; Lohinai, 1995). Nuestros resultados indican que las glándulas
submaxilares de ratones normales expresan mayoritariamente NOS I, una
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cantidad mucho menor de NOS III y no se detecta NOS Il, a diferencia de las
parótidas donde también hay una leve expresión de esta isoforma.

Discusión

En cuanto a los ratones NOD, las glándulas donde la actividad de NOS
no era detectable presentaron un patrón electroforético alterado de la NOS I.
No se observaron cambios con respecto a los ratones controles en ninguna de
las otras dos isoformas. Sin embargo, la localización de la NOS I por
immunohistoquímica fiJe similar en ambas glándulas de ratones BALB/c y
NOD, sugirendo una modificación en la estructura más que en los niveles de
la NOS I en los ratones NOD. La identificación de la NOS I como la

isoforrna afectada en glándulas submaxilares y parótidas sugiere un papel más
importante para el óxido nítrico de este origen en la secreción salival frente al
proveniente de las otras isoforrnas presentes. Consistente con estas
observaciones, diversos autores le atribuyen una función a las isoformas
dependientes de calcio y con especial énfasis a la NOS I, en la señalización
que media el flujo saliva] (Sugiya,2001; Mitsui, 2000).

El hecho de que las dos glándulas salivales mayores de los ratones
NOD presenten alteraciones no sólo en la actividad sino también en la
expresión de la NOS l y que, sin embargo, difieran en las alteraciones
morfológicas y en la respuesta inmune contra ellas, aporta más evidencias a la
hipótesis de la participación de la ruta Larginina/NOS/GMPC en la
disfunción secretoria que precede a la respuesta autoinmune. La reducción en
la producción de NO asociada a una reducción de la secreción salival fue
descrito en ratas (Lomniczi 1998). Los mismos autores, trabajando en un
modelo de inflamación inducido en ratas por tratamiento agudo con LPS
(Lomniczi,2001),proponen que el aumento de prostaglandinas, principalmente
de la serie E, sería la causa de una actividad reducida de la NOS pero, a
diferencia del modelo autoinmune de los NOD, en las ratas tratadas con LPS
la isoforma involucrada en dicha regulación es la NOS II.

En estudios en un modelo de dolor crónico en rata se pudo observar
que la región N-terminal de la sustancia P es capaz de regular negativamente la
expresión de NOS I y por consiguiente la disminución de su actividad (Kovacs,
200]). Paralelamente, en un modelo de fallo renal crónico también se pudo
determinar que los niveles de expresión del ARN mensajero de NOS I fiJeron
menores que en ratas normales (Roczniak,1999).Por tal motivo las glándulas
que presentaron una actividad reducida de la NOS se analizaron en paralelo
por RT-PCR. Contrariamente a lo esperado no se encontró ninguna diferencia
en niveles de ARNm de la enzima en las glándulas de los ratones NOD con
respecto a los ratones controles, indicando que otros mecanismos de
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regulación como la disponibilidad de sustratos y cofactores o la fosforilacíón
podrían ser responsables de la menor actividad de la NOS.

Nuestro diseño experimental para medir actividad de la NOS utiliza el
órgano entero y por consiguiente el sustrato agregado, L-arginina, debe
ingresar a las células. Por otro lado, en este diseño, la sintasa utiliza para la
conversión de la arg-¡ninaa citrulina únicamente 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
determinación de la actividad enzimática para medirla en homogenatos de
glándulas 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. Si bien el efecto se mantiene, la magnitud de la
disminución en la actividad de NOD versus BALB/c es menor. Esto podría
deberse a que en la medición en glándulas enteras se mantiene la integridad y
la localización de los distintos actores del sistema, así como también al hecho
que el tejido es gaseado permanentemente con oxigeno, uno de los sustratos
de la NOS. Este resultado además valida la modificación que realizamos a la
técnica original de Bredt y Snyder (1992).Al respecto vale comentar que, si
bien los resultados de ambas técnicas son comparables, la que utiliza el tejido
entero resultó más sensible no sólo para ver diferencias entre BALB/c y
NOD sino también porque en ratones BALB/c se observó una regulación por
CaM quinasa que no pudo ser detectada con la otra técnica.

La medición de arginasa aportó evidencia adicional acerca del
mecanismo de regulación, ya que los resultados permiten descartar que la L­
arginina fuera consumida por esta enzima -con un KMtres órdenes mayor que
el de la NOS. La actividad de arginasa fue descripta en glándulas salivales de
ratones (Yasuda,2004).Por otro lado, se describió un aumento en la expresión
de arginasa I inducido por la respuesta ThZ en macrófagos derivados de
médula ósea (Mobdell, 1995). Más aún, Meurs y col. (2003) postulan esta vía
como un mecanismo regulatorio de la producción de NO en el proceso
inflamatorio característico del asma. En el marco de esta hipótesis, nuestros
resultados no sólo 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
glándulas de ratones NOD lo cual, además, es coherente con el tipo de
respuesta Thl descrito en el modelo (vanBlokland,2002).
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Descartadas las hipótesis anteriores estudiamos la regulación de la
actividad de NOS por quinasas. Entre varios mecanismos descritos, la
fosforilación por PKC y CaMKII tienen un papel preponderante
especialmente para la NOS I (Hagashi, 1999; Nakane, 1995; Brcdt, 1992). Se
describió que inhibidores de PKC por un lado, y de CaMKlI por otro,
revierten la estimulación de la actividad de NOS producida por la inducción
con agonistas de receptores muscarínicos de acetilcolina en glándulas salivales
de rata (Pérez Leiros, 2000; Rosignoli, 2002; lshikawa, 2002).

No pudimos observar ninguna regulación por PKC en glándulas
submaxilares de los ratones NOD. En contraste, un inhibidor de la CaMKII,
KN-93, fue capaz de estimular la actividad de la NOS en los ratones BALB/c,
y también lo hizo en las glándulas submaxilares de los ratones NOD. No
pudieron calcularse los parámetros cinéticos de la NOS en los ratones NOD
mientras que, con el agregado de KN-93, los parámetros 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
incubación de las glándulas submaxilares de NOD también restaura la
acumulación de GMPc.

Estas diferencias aparentes entre la rata y el ratón en cuanto a la
regulación de la NOS por PKC, en rata y por CaMK II en ratón podrían
atribuirse a un tono parasimpático diferente de las glándulas, como se refleja
en la menor sensibilidad al efecto estimulatorio sobre la NOS del agonista
muscarínico carbacol en las glándulas submaxilares de ratones BALB/c
normales frente a lo observado en ratas (Pérez Leiros, 2000). Mientras que la
actividad de PKC y su señalización se estimulan a través de los receptores
muscarínicos de acetilcolina en las glándulas de la rata (Pérez Leiros, 2000), es
posible que el medio intracelular inducido por la respuesta mayor a la
activación de receptores muscarínicos en glándulas de la rata respecto del
ratón pudieran condicionar la capacidad de PKC de regular a la NOS.

lis interesante observar que la actividad de (IaMKII se encuentra
aumentada durante la apoptosis inducida por varios estímulos en las líneas
humanas U937, I-IL-óOy KGla. Esta última es una línea de leucemia donde la
(IaMKIl media la transdución de la señal al núcleo para iniciar la
fragmentación del DNA (Wright,2003).Una asociación similar entre apoptosis
y aumento dc actividad de CaMKII se demostró en células cardíacas (Zhu,
2002). Si bien no hemos demostrado en esta tesis una relación causal entre
actividad de CaMKll y apoptosis acinar, nuestras observaciones indican una

84



Discusión

asociación de los dos fenómenos: la actividad de CaMKII participa en la
regulación negativa de la NOS en los ratones NOD, por un lado, y en dichas
glándulas se observa un aumento del número de ductos indicativo de una
pérdida de acinos con imágenes apoptóticas visibles, ambos fenómenos desde
las 12 semanas.

Otros autores informaron apoptosis de células acinares en los primeros
estadios de la enfermedad en glándulas submaxilares de ratones NOD aunque
no lo relacionaron con cambios en las rutas de señalización (Kong, 1998).
Teniendo en cuenta la asociación entre CaMKII y apoptosis comentada en
otras células, la información publicada acerca el óxido nítrico y el GMPC en la
secreción salival (Xu, 1997; Lorninczi, 1998; Sugiya, 2001; Looms, 2002) y la
asociación de acontecimientos apoptóticos con el efecto de la CaMKII en los
ratones NOD descriptos en esta tesis, se puede especular acerca de la
participación de esta quinasa en la patogenia de la disfunción secretoria. Será
necesario realizar nuevas investigaciones para probar esta hipótesis.

Consideraciones finales y perspectivas futuras:

Las enfermedades autoinmuncs sistémicas son un complejo espectro de
desórdenes que incluyen desde el lupus eritematoso sistémico y la
artritis reumatoidea hasta las más específicas de órgano como la tiroiditis
autoinmune. El Síndrome de Siógren ocupa un lugar particular en este
espectro dada la combinación de respuestas sistémicas y dirigidas contra las
glándulas exocrinas.

El estudio de los mecanismos etiopatogónicos de esta enfemedad se
ha encarado con diversos diseños experimentales que incluyen estudios ex
vivo con tejidos exocrinos de pacientes, la acción del suero de los pacientes
sobre la actividad secretoria en animales de experimentación, el desarrollo de
cepas transgénicas relacionadas con las proteina SS-A/Ro y varios modelos de
sialoadenitis inducida o espontánea en ratones y otras especies. La ventaja de
los modelos espontáneos, y en especial dcl modelo NOD, reside en que
permiten investigar modificaciones tempranas de la respuesta inmune y de la
morfología y función glandular que podrían conducir a la sialoadenitis, así
como manipular farmacológicamente distintas vías de transducción de señales.
De hecho, una de las preguntas más interesantes que se plantean en los
desórdenes inflamatorios es si las alteraciones funcionales dentro de los

órganos afectados pueden aumentar la susceptibilidad de sus células hacia una
reacción inflamatoria. Las modificaciones de la estructura de ciertas moléculas
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o de sus vías de señalización podrían ser los primeros eventos que activaran
sistemas de detección que normalmente reportan daño tisular, poniendo en
marcha una respuesta inflamatoria. Este punto de vista puede resultar
interesante no sólo para comprender los mecanismos de enfermedad sino
además podrían contribuir al desarrollo de terapéuticas más específicas.

En cuanto a las proyecciones de estos resultados, las células apoptóticas
son generalmente eliminadas con gran eficiencia, y típicamente inducen
tolerancia inmunitaria (Galluccí,1999;Sauter,2000). Es posible, sin embargo, que
la inducción de tolerancia por apoptosis pueda ser afectada iniciando una
respuesta autoinmune (Rosen,2001). La muerte celular por apoptosis podría
formar estructuras nuevas de autoantígenos 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 mutación en un receptor tirosina
kinasa Mer, al cual se le atribuye participación en la fagocitosis en macrófagos
y a la limpieza de células apoptóticas (Scott, 2001), aporta nueva evidencia z'rz
vil/0 que apoya la hipótesis de un defecto en la eliminación de células
apoptóticas subyacente en la autoinmunidad sistémica.

En los ratones NOD, si bien la apoptosis en las glándulas submaxilares
se encuentra documentada, no hay un consenso unificado sobre si se presenta
un incremento de este fenómeno en este órgano y en el momento en el cual se
puede apreciar la apoptosis (Kong, 1998;van Blokland,2003). Sin embargo hemos
observado que sí 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
disfunción saliva]. Paralelamente también hemos descrito que la CaMKII
regula negativamente a la óxido nítrico sintasa. En varios modelos se asocia la
actividad de la CaMKII a la inducción de apoptosis (Zhu, 2003;Fladmark,2002),
con lo cual se podría especular sobre un mecanismo similar en los N OD y su
estudio requerirá un análisis integrado de los diversos mecanismos propuestos.
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