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Resumen

RESUMEN
Triclosan inhibe la produccion de Uroquinasa estimulada por TNF-«: y H>0- en

fibroblastos gingivales humanos

Triclosan es un agente antibacteriano ampliamente utilizado en productos cosméticos
y de higiene oral (jabones, desodorantes, dentifricos, colutorios, etc.) como agente
desinfectante. Sin embargo, estudios recientes han sugerido que este farmaco podria tener
un papel en el control de la inflamacidn y retrasar el avance de la enfermedad periodontal.

La inflamacién crénica en esta patologia y la destruccidn de los tejidos periodontales,
pueden estar asociadas a la elevada activacion de plasminégeno a plasmina mediada por
Uroquinasa (uPA), una serin-proteasa altamente expresada en esta enfermedad, involucrada
en la remodelacién tisular y activacion de diversas otras proteasas que participan en la
degradacioén de la matriz extracelular (MEC). Por otra parte, en la enfermedad periodontal se
encuentra una mayor presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), niveles elevados
de metaloproteasas y citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), lo que en conjunto con los demés factores, contribuyen a la destruccién de la MEC.

En el presente estudio se estudié la capacidad de Triclosan para interferir la actividad
y produccién de uPA y ROS en cultivos primarios de fibroblastos gingivales humanos (FGH)
estimulados con TNF-a y peréxido de hidrégeno (H20.), ademas de determinar la relacidén
entre la actividad y expresién de uPA con la induccién de vias de senalizacién intracelulares
NFkB, JNK y MEK/ERK1/2, la activacion de plasminégeno, el estado redox intracelular y la
modulacién de estas por Triclosan.

Las células fueron estimuladas con TNF-a y Terbutil Peréxido (t-BOOH) un analogo

organico de H>O, de mayor estabilidad y con capacidad de penetrar membranas celulares.
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Resumen

Se utilizaron distintos inhibidores especificos para las diferentes rutas; de la actividad de
MAPquinasas se utilizo6 PD98095, inhibidor selectivo de MEK1 y SP600125, inhibidor
selectivo de JNK. Para inhibir la activacién de la via NF-kB se ocupd el péptido SN50 y su
péptido control SN50M. Ademas de utilizé el inhibidor de la enzima productora del radical
superoxido NADH/NAD(P)H oxidasa (DPI), el antioxidante intracelular y precursor de
glutation (NAC), la enzima convertidora de H>O, catalasa y por ultimo Triclosan, con el fin de
interferir la actividad y produccion de uPA. Esta fue analizada por zimografia y Western-blot
respectivamente. La expresion del ARNm de uPA fue evaluada a través de RT-PCR. La
activacion de las vias de sefalizacion intracelulares JNK y ERK-1/2 fueron analizadas por
Western-blot. La activacién de NF-kB fue analizada por inmunofluorescencia. Se evalué la
produccién intracelular de ROS utilizando el fluor6foro DCHF-DA.

Se comprob6 que TNF-a es un fuerte estimulo para la produccién y actividad de uPA.
Triclosan disminuyé la actividad de esta (de forma dosis dependiente) y su expresion (ARNm
y proteina), ademas de inhibir la conversion de plasmindgeno a plasmina estimuladas por
TNF-a. Se observé también que la actividad de uPA estimulada con esta citoquina es
dependiente de las rutas de sefalizacion asociadas a NF-kB y JNK. TNF-a indujo la
fosforilacion de JNK y produccion del factor de transcripcion rio debajo de JNK c-Jun, las
cuales fueron inhibidas por Triclosan, sin embargo no se observaron cambios en la
activacion de la via NF-kB. Ademas, NAC, DPI y catalasa inhibieron la actividad y produccion
de uPA estimulada por TNF-a. El pro-oxidante t-BOOH indujo la actividad y produccién de
uPA de forma dosis dependiente y activo la via ERK-1/2. Triclosan y el inhibidor de ERK-1/2
PD98059 inhibieron la produccion y activacion de uPA estimuladas con t-BOOH. Se observo

que Triclosan posee la capacidad de inhibir la activacién de la via ERK-1/2 estimulada por t-
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Resumen

BOOH, ademas de reducir los niveles de ROS intracelulares estimulados con TNF-a, de
forma similar que NAC y DPI.

Estos resultados sugieren que Triclosan puede tener un efecto protector en la
enfermedad periodontal al disminuir la inflamacién y destruccion tisular asociados a la
actividad de uPA y produccion de ROS con la consiguiente remodelacion del tejido conectivo
gingival. Se sugiere entonces que Triclosan posee una actividad antioxidante intracelular no
descrita antes en la literatura, lo que junto con lo anterior podria explicar en parte su efecto
protector previamente reportado en estudios clinicos, y sugiere que estos pueden ser

aspectos adicionales de su efecto clinico en la destruccidn periodontal.
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Abstract

ABSTRACT
Triclosan inhibits urokinase type plasminogen activator stimulated by TNF-«

and H20: in human gingival fibroblasts

Triclosan is an antimicrobial agent highly used in cosmetic and hygiene
products (soaps, deodorants, toothpastes, mouth-washes, etc). Recent studies have
suggested that Triclosan could have an important role in controlling inflammation and
retarding periodontal disease.

Chronic inflamation ocurring in this pathology and periodontal tissue
destruction, can be associated with an elevated plasminogen activation mediated by
urokinase (uPA), a serine-protease highly expressed in this pathology involved in
tissue remodeling and activation of diverse extracellular matrix metalloproteinases
(MMPs). On the other hand, there is an elevated concentration of reactive oxygen
species (ROS) and proinflammatory cytokines like tumor necrotic factor alpha (TNF-
a) that contribute to periodontal tissue and extracellular matrix (ECM) destruction.

In the present study we evaluated if Triclosan’s capacity interferes with the
activation and expression of uPA and ROS in primary cultures of human gingival
fibroblasts (HGF) stimulated with TNF-o and hydrogen peroxide (H2O2). The activity
and expression of uPA were determined, the relation with intracellular transduction
pathways NFkB, JNK and MEK/ERK1/2, plasminogen activation, intracellular redox
status and the modulation of these by Triclosan were explored.

HGF were stimulated with TNF-o and Tertbutyl Peroxide (1,1-Dimethylethyl

hydroperoxide, t-BOOH), an organic analogue of H,O; that is very stable and crosses
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Abstract

cellular membranes. Different kinds of specific inhibitors were used: MAPK activity
(Mek1 inhibitor PD98095 and JNK inhibitor SP600125), NF-kB inhibitor (SN50),
superoxide producing enzyme NADH/NAD(P)H inhibitor (DPI), glutathion precursor
and intracellular antioxidant (NAC), H.O. converting enzyme (Catalase) and Triclosan
in order to interfere with uPA’s activity and expression. These were analized through
casein zymography and Western-blot, respectively. Expression of uPA was analyzed
using RT-PCR. Activation of the signal transduction pathways JNK and ERK-1/2 was
analyzed with Western-blot, and NF-kB activation through immunofluorescence. ROS
production was evaluated utilizing the fluorophore DCHF-DA.

We proved that TNF-a is a strong stimuli for uPA activity and production and
that Triclosan inhibits this response in a dosis-dependant manner. Triclosan also
inhibited uPA’s RNA expression and diminished plasminogen activation to plasmin
stimulated with TNF-a. It was also observed that uPA’s stimulation is dependent on
the activation of NF-kB and JNK transduction pathways. TNF-a induced JNK’s
phosphorylation and c-JUN transcription factor, and both were inhibited by Triclosan.
There was no change on NF-kB activation. Moreover, NAC, DPIl and catalase
inhibited uPA’s activation and production stimulated by TNF-a.

Pro-oxidant t-BOOH induced uPA’s activation and expression in a dose
dependant manner and activated ERK-1/2 signal transduction pathway. Triclosan and
PD98059 inhibited t-BOOH stimulated uPA activation and production. Triclosan
inhibited t-BOOH stimulated ERK-1/2 activation and reduced intracellular ROS levels

stimulated by TNF-a, in a similar way to NAC and DPI.



Abstract

These results suggest that Triclosan can have a protector effect on periodontal
disease by inhibiting inflammation and tissular destruction associated with uPA
activity and ROS production with connective tissue associated remodeling.

We suggest that Triclosan possesses a novel intracellular antioxidant activity
that could explain in part its protective effect previously reported in clinical studies and
suggests that this could be an additional aspect of its clinical effect on periodontal

tissue destruction.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Periodontal.

El cuidado de la salud bucal se ha constituido en un problema de Salud
Publica que demanda un gran esfuerzo y crecientes recursos econdmicos. Tanto
caries como enfermedades periodontales son las formas mas prevalentes de
enfermedades bucales y a las que se les ha dedicado mayor esfuerzo tanto en el
drea de la prevencion, tratamiento oportuno e investigacién'. La gingivitis
corresponde a una lesién inflamatoria de la encia que es desencadenada luego de la
colonizacién de este tejido por bacterias®. Esta lesion puede evolucionar hacia un
cuadro de mayor severidad conocido como Enfermedad Periodontal (EP) o
periodontitis marginal, lo que puede derivar en la destruccidn progresiva irreversible
de los tejidos de soporte dentario y eventualmente a la pérdida de las piezas
dentarias®. La EP genera un alto impacto en la salud bucal de la poblacién. Datos
nacionales permiten afirmar que en la poblacién de 35 a 44 afios de edad, un 90% de
los individuos requiere tratamiento periodontal, porcentaje que sube a un 100% en el
grupo de 65 a 74 afos®. Se ha postulado recientemente que esta patologia
inflamatoria de origen infeccioso puede tener efectos sistémicos, siendo vinculada a
eventos cardiovasculares, complicaciones en el embarazo tan graves como parto
prematuro y también diabetes mellitus, entre otras®. Por ello, su prevencion,
diagnéstico precoz y tratamiento son objetivos sanitarios importantes que demandan

una inversioén significativa de recursos tanto a nivel nacional como internacional®.
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1.1.1 Patogénesis de la Enfermedad Periodontal

El modelo actual de etiopatogénesis de la enfermedad periodontal establece
que bacterias periodontopaticas como Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus y Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans son agentes
causales primarios®. Su introduccién como infeccién exégena junto con una
microbiota patogénica dispara una cascada de respuestas en el hospedero. Una
respuesta inmediata es el reclutamiento y migracién de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) al sitio de la infeccion periodontal. Si estas células inflamatorias son capaces
de contener y eliminar los patégenos causales y sus productos (como LPS
(lipopolisacarido) de bacterias Gram negativas) via fagocitosis y mecanismos de
eliminacién intracelular, la enfermedad puede limitarse a gingivitis. Si estos
mecanismos fallan, y los patdégenos o sus productos penetran los tejidos del
hospedero, la enfermedad puede convertirse en periodontitis, siendo factores
genéticos y ambientales determinantes en este proceso’.

Ademas del rol de las bacterias en la patogénesis de la enfermedad
periodontal, una etapa clave en la periodontitis progresiva es la degradacion de las
moléculas del tejido conectivo involucradas en la insercion periodontal®. Para el
mantenimiento de los tejidos periodontales existe un delicado balance entre salud y
enfermedad, asi como también entre los procesos de reparacion y regeneracion de
tejido nuevo. Durante la enfermedad periodontal, los procesos de destruccion tisular
exceden los procesos de sintesis tisular. El colageno es la proteina estructural mas

abundante del periodonto, siendo el colageno tipo | predominante en el tejido
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conectivo gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar®. En ciertas condiciones
como la enfermedad periodontal, se afecta el balance entre la sintesis y la
degradacion; incluso durante la gingivitis, muchas de las fibras coldgenas se rompen
para dar espacio al infiltrado de células inflamatorias del hospedero. Esta
degradacién del colageno, y la destruccion del periodonto ocurre mediante la
digestién extracelular via metaloproteasas de matriz (MMPs)', las cuales son
expresadas en una amplia variedad in vivo, como también en células aisladas de

tejidos conectivos sanos y enfermos'’.

1.1.2 Especies Reactivas de Oxigeno

Los mecanismos asociados al surgimiento y desarrollo de la Enfermedad
Periodontal estan ademas muy relacionados con la sobre-activacion de leucocitos
PMN, lo que conlleva a una sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno

(ROS), tanto de parte de este tipo celular como también de los fibroblastos'#'®

,» y que
incluyen a los tres productos sucesivos de la reduccion del oxigeno molecular tales
como el radical superéxido (‘O,), el peréxido de hidrégeno (H2O.) y el radical hidroxilo
('OH), con la consecuente ruptura del balance redox y también la disminucién de la

capacidad antioxidante tisular e intracelular™.

1.1.3 Uroquinasa
Los fibroblastos son el tipo celular predominante en los tejidos conectivos
gingivales, y estan activamente involucrados en la formacién y destrucciéon de los

tejidos conectivos tanto en salud como enfermedad'®. La matriz extracelular (MEC)
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es activamente degradada por diversos grupos de enzimas que incluyen a la serin-
proteasa de 52 kDa uroquinasa, también conocida como el activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA)'®.

uPA participa en los procesos proteoliticos del remodelamiento tisular,
migracion celular, angiogénesis, invasion tumoral y metéstasis. uPA es secretada por
las células como un precursor inactivo, pro-uPA, el cual se une a su receptor (UPAR)
en la superficie celular. La unién posterior de plasmina a este complejo, junto con el
procesamiento enzimatico de pro-uPA en el residuo de lisina 158 produce un
heterodimero activo. El principal sustrato fisiolégico de uPA es el precursor inactivo
de plasmina, plasminégeno, el zimbégeno de proteasa mas abundante en el
organismo. UPA es capaz de convertir rapidamente al plasminégeno en plasmina
enzimaticamente activa, otra serin-proteasa directamente relacionada con la
degradacién de la MEC, responsable de la degradacion de fibrina y la conversion de
MMPs desde un estado latente, a su forma activa'®, lo que a su vez conlleva a la
degradacién de otras moléculas propias de la MEC"”.

La produccién de uPA estd sujeta a una activa regulacion, y su expresion
puede ser inducida por factores de crecimiento y citoquinas'®®.

Existen dos inhibidores de los activadores de plasminégeno llamados PAI-1 y
PAI-2 que regulan la actividad enzimatica de uPA. Estos se pueden unir a la cadena
cataliticamente activa de uPA. Cuando uPA activa esta unida a su receptor, la union
posterior de PAI-1 resulta en la internalizacion y degradaciéon del complejo uPA:PAI-

1:uPAR™.
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1.1.4 Factor de Necrosis Tumoral alfa

TNF-a es una de las citoquinas clave implicadas en la respuesta inflamatoria,
y ha sido encontrada en una alta proporcién en el fluido gingival crevicular y tejidos
periodontales enfermos®*?'.

TNF-a es una citoquina proinflamatoria e inmunomoduladora producida por un
amplio espectro de células como monocitos, macréfagos, linfocitos B y T y células
NK, asi como también por células no pertenecientes al sistema inmune como
fibroblastos y queratinocitos. Su incremento ha sido detectado en sitios periodontales
afectados por enfermedad periodontal y esta asociado a la destruccion y reabsorcion
6sea®. En la enfermedad periodontal, TNF-o induce el reclutamiento de leucocitos
circulantes y estimula la produccién de otros mediadores®, como prostaglandinas, IL-
1, IL-6, MMPs y factor activador de plaguetas, amplificando o manteniendo la
respuesta inflamatoria. De esta manera, la capacidad reparativa del periodonto se
reduce, dando como resultado un balance negativo con destruccién tisular®*2°.

Se sabe que TNF-a, junto con otras citoquinas proinflamatorias, inducen la
produccion de ROS en diversos tipos celulares®’. Se desconoce si esto ocurre en
FGH. Ademas, se sabe que TNF-a induce la expresién de la enzima superdxido

dismutasa mediada por ROS® lo que podria indicar la posible participacién en la

regulacién del balance redox tisular e intracelular.
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1.1.5 Vias de senalizacion intracelulares involucradas en la Enfermedad Periodontal.

Existen diversos agentes, tanto enddgenos como exdégenos, que pueden
inducir la aparicion y progresion de la Enfermedad Periodontal, implicando a un gran
namero de vias de sefalizacién intracelulares. Por esta razdén es importante
identificar vias comunes de transduccién de sefales para buscar alternativas
terapéuticas, y por ende resulta ser una tarea fundamental entender las redes de
sefalizacion que regulan la degradacién del tejido periodontal, la inflamaciéon y los
eventos reparativos del periodonto.

Esta demostrado que TNF-a puede inducir la sintesis de uPA en otros
modelos celulares®, sin embargo el mecanismo de transduccién de sefiales que se
activa en cada modelo celular puede ser diferente. Se ha detectado la participacion
del factor de transcripcion NFkB?®, asi como también la ruta de la familia de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK, mitogen activated protein kinases), que
consiste en una serie de quinasas, que se activan en forma secuencial para regular la
expresion génica y la sintesis de proteinas®. Existen 3 subfamilias de MAPK:
proteinas quinasas reguladas extracelularmente (ERK1/2), proteinas quinasas
activadas por estrés (JNKs, c-Jun N-terminal kinases) y las proteinas quinasas p38.
Las MAPK se estructuran como cascadas de proteinas, en donde una quinasa inicial
o MAP quinasa quinasa quinasa (MEKKK) fosforila y activa a una MAP quinasa
quinasa (MEKK), la que finalmente activa a una MAPK (ERK, JNK o p38) que regula
los diferentes procesos celulares®. Se desconoce si en este modelo celular el

receptor de TNF activa todas o alguna de estas rutas y ademas, si estan o no
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relacionadas con la activacién de uPA. Sin embargo, la ruta de p38 seria la menos
importante en la activacibn de uPA estimulada por otro factor en este modelo
celular’®. Es por todos estos antecedentes previos, que la produccién de uPA
estimulada por TNF-a, puede ser considerada como un mecanismo fundamental e
importante involucrado en la destruccion de los tejidos conectivos periodontales

actuando como un eje critico de regulacion en la remodelacién tisular.

1.2 Triclosan

Triclosan es un compuesto clorado organico, no-iénico y liposoluble, de aspecto
blanco e inodoro el cual posee grupos funcionales representativos tanto de éter como
de fenol. El nombre quimico de Triclosan es 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifenil éter y su
formula molecular es C12H;02Cl; (Fig. 1). Triclosan fue originalmente desarrollado
por la compafia Ciba-Geigy, Basel, Suiza bajo el nombre original de “Irgasan” en la

década de los sesentas.

OH Cl

Cl Cl

Figura 1. Estructura quimica de Triclosan.
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1.2.1 Usos y aplicaciones

Este derivado fendlico es ampliamente utilizado en muchos productos
cosméticos y de higiene como jabones (0,15-0,30%), desodorantes, cremas de
afeitar, geles de ducha y suturas quirdrgicas como agente desinfectante. El uso
efectivo de Triclosan ha sido directamente atribuido por décadas a su capacidad
antibacteriana inmediata, persistente y de amplio espectro®. Se ha demostrado que
Triclosan es efectivo en reducir y controlar la contaminacion por bacterias en manos y
productos tratados. Triclosdn posee una amplia efectividad contra bacterias Gram-
positivas, Gram-negativas y algunos hongos®**. Su espectro incluye a Plasmodium
falciparum, Toxoplasma gondii, algunos staphylococos, streptococos vy
mycobacterias, ademas de Escherichia coli y Proteus spp entre otros®%.
Recientemente, se ha recomendado el régimen de aseo completo con Triclosén
(0,3%-2%) en pacientes cuya piel acarrea la cepa resistente a Meticilina de
Staphylococcus aureus®, siguiendo el exitoso control de apariciones de este
patégeno en diversas clinicas*®*'.

La Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) de EEUU reconoce a
Triclosan como una droga de uso de Venta Libre (Over-the-Counter Drugs u OTC) o
de prescripcién dependiendo de la formulacién y aplicacién que se le utilice***.
Ademas, la FDA aprueba el uso de Triclosdn como OTC en productos de higiene
bucal en concentraciones similares a las encontradas en productos de uso tépico™.
Es especialmente utilizado en la industria del cuidado oral incorporandolo en

dentifricos y colutorios bucales* de diversas marcas por su actividad bacteriostatica

a bajas concentraciones y bactericida a concentraciones mas altas.
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1.2.2 Mecanismo de accion

Los primeros estudios sugirieron a la membrana citoplasmatica bacteriana
interna como el principal blanco de accién bactericida de Triclosan*®. Sin embargo,
posteriormente fue demostrado en E. coli y S. aureus que a concentraciones
menores, la actividad bacteriostatica de este resulta del bloqueo de la sintesis de
lipidos al inhibir especificamente a una flavoenzima critica de la ruta, denominada

14748 Esto se debe a

enoil-acil-carrier-protein-reductasa, enoil-ACP-reductasa o Fab
la formaciéon de un complejo entre Triclosan, la enzima y su cofactor NAD?,
blogueando el sitio activo de la enzima, lo que conlleva a la disrupcion y
desestabilizacion de la membrana bacteriana *°.

En cuanto a su papel en los tejidos periodontales, inicialmente fue descrito que
este agente farmacoldgico poseia un efecto directo en la reduccién de la placa
bacteriana y esta propiedad fue asociada con una reduccion significativa en la
inflamacién gingival®™®°. Sin embargo, estudios méas recientes demostraron que
Triclosan puede también ejercer un efecto antiinflamatorio. Estudios clinicos han
reportado que Triclosan puede retardar la progresion de la enfermedad periodontal al
ser utilizado en dentifricos. Esta propiedad terapéutica ha sido explicada en parte
por la habilidad de Triclosan para inducir cambios cuantitativos y cualitativos en la
microflora subgingival en pacientes con periodontitis® y potencialmente en la

[°8%° " Otros estudios han

modulaciéon de la respuesta inflamatoria periodonta
reportado que Triclosan puede también promover la cicatrizacién de los tejidos
periodontales cuando este agente es utilizado en asociacién con la eliminacion

mecanizada de placa bacteriana®.
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Estudios experimentales en perros han indicado que Triclosan, debido a su
favorable coeficiente de particion, penetra el tejido gingival y pasa al torrente
circulatorio después de la aplicacion topica de un colutorio que contiene Triclosan al
0,03%°". Ademas, se ha demostrado que alrededor de un 2-4% de una dosis diaria
de Triclosan (9,0 mg) es absorbido y circulado en el torrente sanguineo®.
Adicionalmente se sabe que Triclosan es rapidamente absorbido y eliminado del
cuerpo humano, y que los niveles plasmaticos de este son retornados a niveles
basales al cabo de 72 horas después de una dosis Unica (1,25 g) de un dentifrico que
posee Triclosan al 0,03%°%. Finalmente, se ha demostrado que Triclosan (1ug/mL)
marcado con C es absorbido por los fibroblastos gingivales humanos (FGH),
acumulandose en el citoplasma y translocado al ndcleo al cabo de una hora,
encontrandose en estos compartimientos incluso después de reiterados lavados,
observandose una cinética de incorporacién similar a la de andrégenos liposolubles
en FGH®.

Se ha reportado que la aplicacidon local de Triclosan puede inhibir la
inflamacion de la mucosa oral y reducir las reacciones inflamatorias quimicamente
inducidas en piel humana®°®. Triclosan puede inhibir la formacién de prostaglandina
E-2 (PGE2) e I-2 en FGH estimulados con el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) o
interleuquina-1B (IL-1B)°". Las prostaglandinas se asocian con destruccién tisular,
cambios metabdlicos en el fibroblasto y reabsorcion 6sea. Se han encontrado que los
niveles altos de PGE2 en el fluido gingival crevicular se correlacionan positivamente

con inflamacién periodontal y destruccion tisular®™. El efecto inhibitorio de Triclosan
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en este aspecto ha sido explicado en parte por el mecanismo que posee este agente
de disminuir la expresion de Prostaglandina-E-sintasa microsomal en fibroblastos
gingivales™, e inhibir la via de la lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa’""2.

Finalmente, se ha reportado que Triclosdn reduce la produccién de las
citoquinas IL-1P e Interferon-y, ademas de disminuir la expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il en FGH®"*. Sin embargo, el efecto de Triclosan

sobre las vias de sefalizacion intracelulares involucradas en la produccion de

mediadores inflamatorios en FGH no ha sido hasta ahora estudiado.

1.3 Planteamiento del problema

Debido a que la remodelacion tisular juega un papel critico en la enfermedad
periodontal, y uPA posee un papel protagbnico en este proceso, se propone que
Triclosan podria estar actuando mediante mecanismos diferentes al bactericida y
antiinflamatorio ya reportados, afectando adicionalmente a los responsables de la
remodelacion tisular. Se desconoce entonces si Triclosan posee un efecto sobre la
remodelacion de tejidos conectivos gingivales mediada por uPA. Debido a esto, en el
presente estudio, hemos analizado la habilidad que posee Triclosan de regular la

produccién de uPA en FGH estimulados con TNF-a. Ademas, hemos estudiado
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algunas de las vias de transduccién de sefiales involucradas en la produccién de uPA
que podrian ser moduladas por Triclosan.

Se sabe, por otro lado, que la produccion de uPA puede ser estimulada por
ROS™. Triclosan podria estar participando adicionalmente, en la modulacién de los
niveles de ROS intracelulares, y esto podria afectar directamente en la produccion de
uPA. Debido a que en el tejido gingival inflamado puede existir un balance redox
alterado™”’, el efecto de H.O. exdgeno podria también afectar la actividad y
produccién de uPA y Triclosan podria modular esta respuesta, interfiriendo con
alguna de las vias de transduccién de senales activadas por H2Oo.

Debido a todos estos antecedentes se plantearon las siguientes interrogantes:
¢, TNF-a y/o H2O, activan y/o inducen la expresion de uPA en FGH? ;Cuales son las
vias de senalizacién intracelulares involucradas en estos procesos? ;Cual es el

papel de Triclosan en la regulacion de la activacion/expresién de uPA y produccion

de ROS en FGH?

2. HIPOTESIS

Por los antecedentes presentados se postula la siguiente hipétesis:
“En fibroblastos gingivales humanos, Triclosan inhibe la produccion de uPA
estimulada por TNF-a y H-O; a través de la modulacion de las vias de transduccion

de senales NFxp3, ERK-1/2 y/o JNK. “
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3. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es estudiar si Triclosan modula la

actividad/produccion de uPA, evaluando el papel de los ROS y las vias de

sefalizacion asociadas, estimulada por TNF-a y H>O. en cultivos primarios de

fibroblastos gingivales humanos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

)
.

Determinar si TNF-a induce la activacién, expresién y produccién de uPA,
ademas de la conversién de plasminégeno a plasmina activa, y si estas son
inhibidas por Triclosan en FGH.

Caracterizar las vias de transduccidén de sefiales (NFkB, JNK/c-Jun y ERK)
involucradas en la produccién de uPA por TNF-a en FGH y determinar si
Triclosan inhibe alguna de estas rutas de senalizacion.

Estudiar si la activacion y produccién de uPA dependen del estado redox
intracelular, la actividad de la NAD(P)H oxidasa y la presencia de H2O-
extracelular en FGH.

Evaluar si TNF-a y H>O2 inducen la produccion intracelular de ROS en FGH vy si
esta es inhibida por Triclosan.

Determinar si H,O, exdgeno induce la actividad y produccidén de uPA, y si estas
son inhibidas por Triclosan en FGH.

Caracterizar las vias de transduccion de sefales involucradas en la produccién

de uPA por 202 si Triclosan las inhibe en FGH.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Instrumentos y equipos.

Los instrumentos y equipos utilizados son: Campana de bioseguridad forma
Scientific modelo 1129; Incubador Lab-Line CO, automéatico; Camaras de corrida y
transferencia Bio-Rad Mini Protean Ill, Centrifuga Biofuge prime R Heraeus;
Microscopio invertido de contraste de fase Nikon modelo TMS-F, Fluorémetro

Spectra MAX Gemini EM, Molecular Devices; Termociclador TECHNE, TC-312.

5.2 Cultivo Celular.

Los protocolos de obtencién de cultivos primarios de fibroblastos gingivales
humanos utilizados en este estudio fueron aprobados por el comité de ética de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Los cultivos primarios de FGH
fueron obtenidos por el método del explante’®, procedimiento que permite obtener
células confluentes en cultivo a partir de tres semanas aproximadamente después de
realizado el procedimiento, donde se espera que los fibroblastos migren fuera de los
explantes disgregados mecanicamente hacia la placa de cultivos en medio
enriguecido. Se obtuvieron los explantes de tejido gingival a partir de tejido
retromolar de pacientes mujeres y hombres en tratamiento con un procedimiento de
extraccion de terceros molares en una clinica privada en Santiago, Chile. Se obtuvo
el consentimiento informado de todos los pacientes antes de realizar la biopsia. Este
tejido normalmente es eliminado durante la extraccion de terceros molares y no

representa por lo tanto un dafo significativo para el paciente. No existian reportes de
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historial previo de inflamacion del tejido retromolar en estos pacientes. Ademas, estos
pacientes no tenian un historial médico o farmacoldgico pre-existente relevante
durante los seis meses anteriores al procedimiento. La poblacién de células
resultantes fue cultivada en medio esencial minimo alfa (a«-MEM), el cual contenia
suero fetal bovino (SFB) al 10%, 100 ug/ml de penicillina (Sigma, St. Louis, MO,
EEUU.), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma) y 50 pg/ml de gentamicina (Sigma) a
37°C en una atmésfera de 5% de CO.. Todos los experimentos fueron realizados

entre el cuarto y décimo sub-cultivo.

Figura 2. Cultivo primario de FGH teiidos con cristal violeta
Las células fueron fijadas en metanol frio por 10 minutos y luego tefiidas con una solucion de Cristal
Violeta 0,5% en metanol al 20%. Luego fueron lavadas con agua destilada y fotografiadas (Aumento
20X).
5.3 Crio-preservacion de FGH.

Las células se liberaron de la placa con tripsina-EDTA (Gibco, BRL, Grand

Island, NY, EEUU), a la cual se agreg6 4 volumenes del medio de cultivo y se

centrifugaron durante 5 minutos a 1800 rpm. El sedimento resultante se resuspendié
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en una mezcla de criopreservacion (SFB 90% y DMSO 10%) a una densidad de
1x10° células/mL. Se distribuyé 1 mL de la solucién en criotubos rotulados y se
congelaron mediante el descenso gradual de la temperatura hasta alcanzar —196 °C.

Las células criopreservadas se almacenaron sumergidas en Nz liquido.

5.4 Analisis semicuantitativo de la expresion de RNAm mediante el ensayo de
transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Se sembraron FGH en placas de 60 mm a una densidad de 5x10° por placa. Al
cabo del tratamiento indicado se lavaron 3 veces con tamp6n fosfato salino (PBS) y
se sometieron a la extraccion de RNAm utilizando el reactivo Trizol (Gibco) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante, detalladas brevemente a continuacion. A
cada placa de cultivo se agregé 1 mL de Trizol y se dej6 actuar por 5 minutos a
temperatura ambiente, para luego homogeneizar mediante el paso reiterado del
lisado por la punta de una micropipeta de 1000 uL. Luego se recogi6 el lisado y se
transfirio a un tubo de 1,5 mL. Se adicioné 0,2 ml de cloroformo por mL de Trizol,
agitandose suavemente durante 15 segundos vy se incub6 durante 3 minutos, luego
de esto se centrifugaron las mezclas a 10.000 rpm (microcentrifuga) durante 5
minutos a temperatura ambiente, separando la mezcla en una fase acuosa que
contiene el RNA total (transparente) y una fase organica (roja). La fase acuosa se
transfirid a un nuevo tubo y se adicion6 0,5 ml de alcohol isopropilico, se agité en un
vortex durante 10 segundos Yy se incubd durante 10 min a temperatura ambiente,

luego se sometié la mezcla a centrifugaciéon durante 5 min, a 10.000 rpm. Se elimind
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el sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 ml de etanol al 75%. Luego de una
nueva centrifugacién se retiré el sobrenadante y se dej6é secar el precipitado durante
20 min a temperatura ambiente. Se realizé un tratamiento con DNAsa RQ1 libre de
RNAsas (Promega, Madison, WI, EEUU) para eliminar el posible DNA gendmico
residual contaminante. Se dejé actuar por 30 minutos y luego se detuvo la reaccion
mediante temperatura a 70°C por 10 minutos. Se re-precipité el RNA utilizando fenol-
cloroformo y LiCl 3 M. Finalmente el precipitado se re-disolvié en 25 uyl de agua
DEPC para luego determinar la concentracion y grado de pureza del RNA en un
espectrofotometro UV a 260 y 280 nm.

Una vez conocida la concentracion de RNA, el DNA complementario fue
sintetizado por 1 hora a 42°C con transcriptasa reversa M-MLV (Promega) utilizando
oligo dT (Gibco). Brevemente: Se tomaron 2 ug de RNA y se mezclaron con 1 uL de
Oligo dT 50 uM y agua libre de nucleasa en cantidad suficiente para alcanzar un
volumen de 15 plL. Esta mezcla se calentdé durante 5 minutos a 72 °C, para luego
dejar en hielo durante 3 minutos. Posteriormente se agregé 5 uL de tampdn de
enzima 5x, 1,5 uL de dNTP 10 mM, 0,8 uL de transcriptasa inversa 200 U/uL y agua
libre de nucleasas hasta completar 25 uL de volumen de reaccién. Finalmente se
realiz6 la sintesis de cDNA a 42 °C durante una hora. Una vez obtenido el cDNA de
cada muestra, se hizo una dilucién 1/100 (en agua libre de nucleasas) y se leyd en un
espectrofotometro para conocer la concentracion de cDNA obtenida en cada

muestra. El cDNA se almacend a —20°C.
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Los anélisis de RT-PCR fueron llevados a cabo como descrito anteriormente®.
Brevemente: Una vez sintetizado los ADN complementarios respectivos, se
sometieron a andlisis por PCR, para los genes de estudio, utilizando el reactivo
GoTaqg Green Master Mix (Promega). La mezcla de reaccidén para PCR se prepar6 de
la siguiente forma: En tubos de PCR de 0,2 mL, se agregaron 0,5 uL de dNTP
10mM, 0,75 pL de MgCl, 50 mM, 2,5 uL de solucion tampdn de PCR 10X, 0,5 uL de
Taq 5 U/uL, 0,2 ug de cDNA, 0,5 uL de cada primer 10 pmol/uL y agua libre de
nucleasa en cantidad suficiente para completar 25 pL de reaccion.

Las secuencias de los partidores utilizados fueron las siguientes:
uPA forward 5 GCA GGA ACC CAG ACA ACC G 3’/ uPA reverse 5° GAC CCA GGT
AGA CGA TGT AG 3’ (producto de PCR amplificado de 357 pb).

GAPDH forward 5° ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC 3/ GAPDH reverse 5 TCC
ACC ACCCTG TTG CTG TA 3’ (producto de PCR amplificado de 452 pb). En todos
los casos la temperatura de apareamiento fue de 58°C. Los productos de PCR fueron
sujetos a electroforesis en un gel de 1,5% de agarosa (Gibco) y el ADN fue

visualizado mediante tincién con bromuro de etidio (Sigma).

5.5 Zimografia de Caseina y ensayo de difusion radial.

La actividad de uPA secretada en cultivos celulares fue determinada mediante
zimografia caseinolitica™. Alicuotas de medio condicionado durante 48 horas libre
de SFB, normalizados por contenido de proteina medidos en el lisado celular, fueron

sujetos a electroforesis en geles al 10% de SDS-policacrilamida (BioRad, Hercules,
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CA, EEUU) en condiciones no desnaturantes, y corridos a 4° en cubetas con hielo.
Se extrajo el SDS de los geles mediante lavados exhaustivos con Triton X-100
(Sigma) al 2,5%. Luego, los geles fueron dispuestos sobre un segundo gel, de
aspecto blanquecino, de agarosa al 1% conteniendo caseina (Sigma) al 0,5% y 1
ug/mL de plasminégeno (Sigma), e incubados a 37°C por 12 horas. La reaccidén se
detuvo mediante CuSQO, al 5%.

Debido a que caseina es sustrato para plasmina, la protedlisis dependiente de
esta fue detectada como un area clara de degradacién de caseina en un fondo
blanco-azul. La cuantificacion de estas bandas fue realizada mediante analisis
densitométrico utilizando el software KODAK Molecular Imaging Software, version 4.0
(M1 4.0).

Los ensayos de difusion radial, para estudiar la activacion de plasminogeno,
fueron llevados a cabo en geles de agarosa al 1% conteniendo caseina al 0,5% y 2
mg/mL de plasmindgeno. Alicuotas de medio condicionado, normalizadas por nimero
de células fueron dispuestas en agujeros de igual tamafno previamente realizados, e
incubadas a 37°C durante 16 horas. Como control se utilizaron geles que no
contenian plasminégeno. Se midieron los diametros de las zonas radiales de lisis de

caseina y se analizaron por densitometria”®.

5.6 Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio. Después del estimulo

apropiado, las células fueron lavadas una vez con tampén fosfato salino (PBS) y
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luego fijadas con paraformaldehido (Sigma) al 4% durante 10 minutos,
permeabilizadas con Triton X-100 0,25% por 5 minutos e incubadas con albumina de
suero bovino (BSA, Rockland, Gilbertsville, PA, EEUU) al 4% en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos primarios diluidos en PBS
con BSA al 1% con una dilucién 1/100 para anti-p65 (SantaCruz Biotechnology, CA,
EEUU) e incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se lavaron
los complejos antigeno-anticuerpo con PBS e incubados con anticuerpos secundarios
conjugados con fluoresceina-isotiocianato (Rockland). Las imagenes fluorescentes
fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss, Dresden, Alemania)

y fotografiadas utilizando una camara digital (Carl Zeiss) apropiadamente dispuesta.

5.7 Deteccion de la activacion de MAPK a través de Western-blot.

Se estimularon los FGH con TNF-a (R&D systems, Minneapolis, MN, EEUU) y
50 uM del analogo organico del peréxido de hidrogeno ter-butil Peréxido (t-BOOH,
1,1-dimetiletil hidroperoxido, Sigma) a distintos tiempos en medio de cultivo libre de
SFB. En experimentos seleccionados se afadié Triclosan (Calbiochem, San Diego,
CA, EEUU) 60 minutos antes de la estimulacion con TNF-a o t-BOOH. Es importante
mencionar que se evalud el posible efecto citotoxico tanto de Triclosan, como de
todos los inhibidores utilizados en este trabajo, a las concentraciones utilizadas,
mediante curvas de viabilidad celular utilizando el bioensayo colorimétrico de
reduccion de sales de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolium (MTT, Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania).
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Después de los debidos tiempos de estimulacién, se lavaron las células en
PBS frio y luego se lisaron utilizando una solucién de lisis consistente en EDTA 2
mM, NP-40 (Sigma) al 1%, desoxicolato de sodio (Sigma) al 0,5%, dodecil sulfato de
sodio (Sigma) al 0,2%, NaCl (Sigma) 150 mM, Tris HCI (Sigma) 50 mM pH 7,4, en
presencia de fluoruro de fenilmetilsulfonil (Sigma) 2 mM, pepstatina (Sigma) 2
mg/mL, leupeptina (Sigma) 2 ug/mL, NaF 5 mM, ortovanadato de sodio (Sigma) 1
mM y NEM 1 mM a 4°C. Los lisados fueron incubados durante 10 min. en hielo y
luego centrifugados a 19.000 g durante 10 minutos a 4°C. Luego se determind la
concentracion de proteinas totales utilizando el reactivo Bradford (Bio-Rad, Hercules,
CA, EEUU). Los distintos lisados celulares se mezclaron con tampdn de carga (4X) y
B-mercaptoetanol (Concentracion final 5%), llevando éste a la concentracion 1X, para
finalmente ser almacenadas a -20°C hasta su andlisis.

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
al 10% utilizando un equipo de electroforesis Mini-Protean Il (Bio-Rad) y transferidas
a membranas de difluoro-polivinilideno (PVDF, Perkin Elmer Life Sciences, Boston,
MA, EEUU) activada en metanol durante 1 minuto y transferidas a 20 Volt durante 12
horas.

Las membranas luego se incubaron durante 45 min con solucién de bloqueo
(leche baja en grasas en polvo al 5%, 20 mM Tris-HCI [pH 7,6], NaCI150 mM, Tween-
20 al 0,1%), luego se incubaron con los anticuerpos primarios respectivos, c-Jun
(Calbiochem), ERK (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, EEUU), pERK

(Upstate), pJNK (Upstate), y JNK (Santa Cruz Biotechnology), diluidos 1:1000 en
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TBS-Tween-20 al 0,1% y leche descremada al 3% durante 12h a 4°C con agitacion.
En algunos casos se utiliz6 B-actina como control de carga (1:10.000; Sigma). Al
cabo de este tiempo las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min con solucion
de lavado (Tween-20 al 0,1% en TBS). Posteriormente las distintas membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios especificos conjugados a peroxidasa
(Pierce Biotechnology, Piscataway, NJ, EEUU), durante 1 hora a temperatura
ambiente a razén de 1:5.000 en solucién de bloqueo. Se repitid el lavado de las
membranas como se indicd anteriormente y se detectaron los complejos antigeno-
anticuerpo por un sistema comercial de quimioluminiscencia (Perkin Elmer Life
Sciences) comercial y la deteccidn se realizd con peliculas fotograficas (Kodak).
Luego, las peliculas fueron digitalizadas y cuantificadas mediante analisis
densitométrico utilizando el software KODAK Molecular Imaging Software, version 4.0
(Ml 4.0).

Una vez finalizado este procedimiento las membranas PVDF se trataron con
una solucién de bloqueo y azida al 0,1% a temperatura ambiente durante 45 min,
para remover los anticuerpos unidos. Las membranas se lavaron con TBS-Tween al
0,1%, se bloquearon durante 1 hora con solucibn de bloqueo e incubaron
nuevamente con anticuerpos dirigidos contra las formas totales de las proteinas o B-

actina, utilizandolos como control de carga de proteinas en el gel.

5.8 Experimentos de Transduccion de Senales
Para identificar las vias de transduccidon de sefnales involucradas en la

produccién de uPA, las células fueron incubadas en presencia de SP600125
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(Biolmol, Plymouth Meeting, PA, EEUU) (inhibidor de JNK), PD98059 (Calbiochem)
(inhibidor de ERK), SN50 (Calbiochem) (inhibidor de NFkB), y SN50M (Calbiochem)
(péptido control), para luego ser estimuladas con TNF-a o -BOOH, dependiendo del

experimento, a los tiempos indicados descritos en la seccion de resultados.

5.9 Deteccion de la produccion de uPA a través de Western-blot

Para evaluar la produccién de uPA a nivel de la proteina, se colectaron 2 mL
de medio condicionado de células en cultivo apropiadamente estimuladas. Estos
medios fueron debidamente concentrados hasta un volumen de 200 pL utilizando un
tubo de ultracentrifuga (Millipore, Bedford, MA, EEUU) a 1.500 g por 20 minutos a
4°C. Los medios condicionados concentrados fueron sujetos a electroforesis en geles
de SDS-policacrilamida al 10% (BioRad), utilizando condiciones desnaturantes vy
transferidos a membranas de PVDF. Estas fueron luego expuestas a anticuerpos
primarios contra uPA (American Diagnostica, Temecula, CA, EEUU), anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa y finalmente revelados utilizando un sistema
comercial de quimoluminiscencia (Perkin Elmer Life Sciences). Se utilizd B-actina en

el lisado celular como control de carga.

5.10 Efecto de ROS en la activacion y producciéon de uPA.
Para identificar si los ROS estaban involucrados en la activacion y produccion
de uPA, las células fueron incubadas durante 1 hora en presencia del antioxidante N-

acetil-cisteina (NAC, Sigma), el inhibidor de la NADPH oxidasa Difenil iodinium (DPI,
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Sigma) y la enzima que cataliza la descomposicidén del peréxido de hidrogeno (H202)
en oxigeno molecular y agua, Catalasa (Sigma), para luego ser estimuladas con
TNF-a a los tiempos indicados descritos en la seccion de resultados. La actividad de
uPA secretada en cultivos celulares fue determinada mediante zimografia
caseinolitica’” de los medios condicionados. Se detecté la produccién de uPA a

través de Western-blot con las mismas condiciones anteriormente descritas.

5.11 Determinacion de la produccion de H.O, por TNF-a

Se sembraron FGH en placas de 96 pozos y se cultivaron durante 24 horas a
37 °C hasta alcanzar 70% de confluencia. Luego se mantuvieron en medio libre de
SFB y sin rojo fenol en presencia o ausencia de DPI, NAC, SP600125, Triclosan y
TNF-a, segun el experimento respectivo. Posteriormente se lavaron las células
utilizando PBS y se reemplazé por el mismo medio suplementado con el fluoréforo
2,7-Dicloro-dihidro-fluorecein-diacetato (DCFH-DA, Sigma), como indicador del
estado redox intracelular. La solucion de 25 uM DCFH-DA fue incubada durante
media hora y luego se lavaron las células tres veces nuevamente con PBS 1X y se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia invertido (Nykon, TE-2000) o lisadas
en NaOH 0,2 N durante 5 minutos para luego ser traspasadas a una placa de 96
pozos especial para mediciones fluorométricas (Fluoronunc) vy finalmente
cuantificadas en un fluorimetro (Spectra MAX Gemini EM, Molecular Devices) a A 480

nm de excitacion, A 530 nm emisién y A 495 nm de cut-off (se descarta todo lo que
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esta por debajo de esta longitud de onda, lo que le otorga especificidad a la
medicion).

0
Il

OCCHs Transformacién
por la célula

Cl
Céo Desacetilacion
\OH por esterasas

2',7'-Diclorodihidrofluoresceina

ROS /RNS

2',7'-Diclorofluoresceina (DCF )

Figura 3. Esquema de conversion de Diclorodihidrofluoreceina-diacetato.
DCFH-DA penetra la membrana celular, es desacetilado por esterasas intracelulares y luego oxidado

por el H.O, al indicador fluorescente del estado redox intracelular Diclorofluoresceina (DCF’).
5.12 Expresion de Resultados y analisis estadistico.

Los resultados experimentales se expresaron como el promedio +/- el error
estandar o como resultados representativos utilizando un namero (n) de al menos
tres experimentos independientes. La significancia estadistica para cada set de datos
fue analizada utilizando el test T de Student, con el nivel de significancia igual a
p<0,05 para todos los experimentos exceptuando los indicados con p<0,01,

considerando a estas como diferencias estadisticamente significativas.
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6. RESULTADOS

6.1. Triclosan inhibe la actividad y expresion de uPA junto con la generacion de
plasmina activa estimuladas por TNF-a en fibroblastos gingivales humanos

Se estimularon FGH con una serie de concentraciones de TNF-o y se
recogieron los medios condicionados después de 48 horas. Estos fueron analizados
por zimografia de caseina. Como se muestra en la Figura 4A, TNF-a indujo un
aumento dosis dependiente en la actividad de uPA. Debido a que el aumento mas
potente en esta fue con la concentracién de 20 ng/mL de TNF-a, se seleccioné esta
dosis de la citoquina como estimulo, para analizar el efecto de diferentes
concentraciones de Triclosan en la actividad de uPA. Se expuso a fibroblastos
gingivales a un rango de concentraciones de Triclosan (0,25 — 1,0 ug/mL) durante 1
hora y luego fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-o en el mismo medio. El
analisis de los medios condicionados por 48 horas a través de zimogramas
caseinoliticos, demostr6 que la actividad de uPA estimulada por TNF-a fue
efectivamente inhibida por Triclosan de una forma dosis dependiente (Figura 4B).

La cuantificacion densitométrica de las bandas de uPA obtenidas a partir de
tres experimentos independientes, demostr6 que TNF-a indujo un aumento
significativo en la actividad de uPA (p<0,01) y que asi también, 1,0 ug/mL de

Triclosan reduce significativamente esta actividad (p<0,01) (Figura 4C).
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Figura 4. Triclosan inhibe la actividad de uPA estimulada por TNF-a en FGH.

Se estimularon FGH con un rango de concentraciones de TNF-a (1 - 20 ng/mL). En un set de
experimentos paralelos, las células fueron expuestas a Triclosan (0,25 — 1 ug/mL), 1 hora antes del
estimulo con TNF-a. Después de 48 horas, la actividad de uPA presente en los medios condicionados
fue analizada a través de zimografia para caseina como esta descrito en materiales y métodos (A 'y
B). Se realiz6 un andlisis cuantitativo de las bandas de uPA. Los andlisis densitométricos muestran la
actividad de uPA. Los valores corresponden al promedio y error estandar. El asterisco (*) indica

diferencias estadisticamente significativas entre la condicion estimulada con TNF-a y la indicada (C).
p < 0,01 n=8.

Debido a que uPA posee un rol importante en la conversion del zimdgeno

plasminégeno a plasmina, probamos si Triclosan modula la generacidén de plasmina
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activa. Fibroblastos gingivales privados de SFB fueron expuestos a 1,0 ug/mL de
Triclosan por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-a.

Después de 48 horas se analizaron mediante el ensayo de difusion radial los
medios condicionados provenientes de las células control, TNF-a y TNF-a +
Triclosan. Esta aproximacion experimental evalta el balance entre uPA y su inhibidor
PAI-1 en términos de la conversion del plasminégeno en plasmina”. Como se
muestra en la Figura 5A, la actividad aumentada de uPA por TNF-a, fue capaz de
estimular la conversién de plasminégeno en plasmina, y Triclosan efectivamente
inhibié esta respuesta. El andlisis cuantitativo de tres experimentos independientes
mostré que ambas respuestas poseian significancia estadistica (p<0,05 y p<0,01,
respectivamente) (Figura 5B).

Para probar si el efecto de TNF-a y Triclosan observado en la actividad de
uPA se correlaciona a nivel de proteina, FGH privados de SFB fueron expuestos a
1,0 ug/mL de Triclosan durante 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-a.

Después de 48 horas, el medio condicionado fue concentrado y la actividad y
niveles de proteina de uPA fueron evaluados con zimogramas de caseina y Western-
blot, respectivamente. Como se muestra en la Figura 5C, los zimogramas de caseina
y Western-blot demostraron un alto nivel de correlacién, y se confirmé los resultados
obtenidos anteriormente con respecto al efecto de TNF-a y Triclosan en la actividad
de uPA y los niveles de proteina de ésta. El andlisis cuantitativo de tres experimentos
independientes mostraron que el efecto de TNF-a y Triclosan en la produccién de

uPA alcanza niveles significativos (p<0,01) (Figura 5D). A pesar de que la actividad y

28



Resultados

produccién de uPA fueron estimulados levemente por Triclosan en ausencia de TNF-
o (Figura 5C), la cuantificacién de estas respuestas no mostraron un efecto

estadisticamente significativo en comparacion a la condicién control (Figura 5D).

A C

Actividad uPA

Produccién de uPA  was e d -

Control TNF-o. TNF-o

Triclosan B-actin “
p-actina

Control Triclosan TNF-o. TNF-o
Triclosan

3.09

Activacion de plasmina
Produccion de uPA

Control TNF-a TNF-a Control Triclosan TNF-o.  TNF-o
Triclosan Triclosan

Figura 5. Triclosan inhibe la produccion de uPA y la activacion de plasmina
estimuladas por TNF-o en FGH.

FGH fueron expuestos a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora antes de la estimulacion con 20 ng/mL de
TNF-o. Después de 48 horas, se evalu6 la capacidad del medio condicionado de estimular la
conversién de plasminégeno a plasmina a través de un ensayo de difusién radial (A). El andlisis
densitométrico muestra la actividad proteolitica derivada de plasmina. Estos datos fueron expresados
como los promedios y el error estandar (B). FGH fueron expuestos a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora
y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-a por 48 horas. La actividad y produccién de uPA fueron
evaluadas a través de zimografia de caseina y Western-blot, respectivamente. Se utilizé6 a B-actina
como control de carga (C). Se realizé un andlisis cuantitativo de las bandas de uPA derivados de los
Western-blots. Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados como
promedios y error estandar normalizadas con respecto a B-Actina. El asterisco () indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la situacion control y el doble asterisco (*+*) es contra la
condicién estimulada (D) p < 0,05 n=3.
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Para evaluar el efecto de Triclosan a un nivel transcripcional, FGH libres de
SFB fueron expuestos a 1,0 ug/mL de Triclosan durante 1 hora y luego fueron
estimulados con 20 ng/mL de TNF-a. Después de 8 horas, se analizaron los niveles
del ARNm de uPA utilizando RT-PCR. La Figura 6 muestra un resultado
representativo derivado de tres experimentos independientes que revelaron que TNF-
o posee la habilidad de inducir la expresién del ARNm de uPA. En presencia de
Triclosan la expresion del ARNm de uPA, a las 8 horas de estimulo, se inhibi6.

DNA
ladder

GAPDH

\
CP & /\‘i( «‘g o

o

&t K\(.\.

Figura 6. Triclosan inhibe la expresion del ARNm de uPA estimulada por TNF-o

en FGH.
FGH fueron expuestos a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora y luego fueron estimulados con 20 ng/mL de

TNF-a por 8 horas. Luego, las células fueron lisadas y se extrajo su ARNm como se describe en
Materiales y Métodos. Se analizaron los niveles de expresion del ARNm para uPA y GAPDH a través
de RT-PCR semi cuantitativo. Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en
geles de agarosa.
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6.2. La ruta de NFkB esta involucrada en la producciéon de uPA estimulada por
TNF-a, pero no es alterada por Triclosan.

Estudios previos han demostrado que la ruta de NFkB posee un rol en la
regulacién de la produccion de uPA en distintos tipos celulares®. Para estudiar la
participacion de esta ruta en la produccién de uPA, FGH privados de SFB fueron
expuestos a SN50, un péptido permeable a la membrana celular que posee la
secuencia de localizacion nuclear de la subunidad p50 de NFkB y por ende es capaz
de interrumpir su respuesta de senalizacién secuestrando esta subunidad en el
citoplasma®. Como control se utilizd SN50M, un péptido mutante no funcional.
Después de la exposicion de las células a estos péptidos, estas fueron estimuladas
con 20 ng/mL de TNF-a durante 48 horas y se evalud la actividad de uPA en los
medios condicionados a través de zimografia caseinolitica.

Como se muestra en la Figura 7A, SN50 efectivamente inhibi6 la actividad de
uPA estimulada con TNF-a en FGH. En presencia del péptido control (SN50M), la
actividad de uPA estimulada por TNF-a no fue alterada. El analisis estadistico de tres
experimentos independientes mostrd que SN50, pero no SN50M, inhibe la actividad
de uPA estimulada con TNF-a de forma significativa (Figura 7B). De manera de
verificar la activacion de la ruta de NFkB en FGH, estas fueron estimuladas con TNF-
o Yy la translocacién de la subunidad p65 de NFkB desde el citoplasma hacia el
nucleo fue verificada utilizando inmunofluorescencia.

Como se muestra en la Figura 7C, las células no estimuladas no mostraron

presencia nuclear de la subunidad p65. Después de 15 y 30 minutos de la
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estimulaciéon con TNF-a, una alta proporciéon de células mostr6 una fuerte tincion
nuclear inmunofluorescente para p65, sugiriendo que esta ruta es efectivamente
activada por esta citoquina. Se cuantificd la proporcién de células con una marca
nuclear para p65 en tres experimentos independientes (Figura 3D). La translocacion
de la subunidad p65 alcanzé niveles similares después de 15 y 30 minutos de
estimulo (Figura 7D). Con el fin de comprobar si Triclosan podia afectar la
translocacién de la subunidad p65, las células fueron previamente tratadas durante 1
hora con 1 ug/mL de Triclosan para luego ser estimuladas con 20 ng/mL de TNF-a
durante los mismos tiempos anteriores. Este experimento no mostré ningun cambio
observable en la destinacién nuclear de p65 (data no mostrado), lo que sugiere que

Triclosan no afecta la activacion de la ruta de NFkB.
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Figura 7. NFKkB esta involucrado en la produccion de uPA estimulada por TNF-o

pero no es afectado por Triclosan.

FGH fueron expuestos a 50 ug/mL de SN50 y SN50M por 1 hora y luego fueron estimulados con 20
ng/mL de TNF-a. Después de 48 horas, la actividad de uPA presente en los medios condicionados fue
analizada a través de zimografia para caseina como se describe en Materiales y Métodos (A). Se
realiz6 un analisis cuantitativo de las bandas de uPA. Estos datos obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar (B). FGH fueron estimulados con
20 ng/mL de TNF-a y se analizé la translocacion de la subunidad p65 a través de inmunofluorescencia
como se describe en Materiales y Métodos (C). Se realiz6 un analisis cuantitativo del nimero de
células con marcaje nuclear para p65 positivo. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar. (*) El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la condicion control y el doble asterisco (+#) es contra la
condicion estimulada con TNF-a (D). p<0,05 n=3.
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6.3. La produccion de uPA estimulada por TNF-o es dependiente de la actividad

de la via de senalizacion JNK.

Para identificar el rol de las vias ERK y JNK en la actividad de uPA estimulada
con TNF-a, FGH libres de SFB fueron expuestos a un rango de concentraciones de
los inhibidores selectivos de MEK-1 (PD98059; 5-25 uM) y JNK (SP600125; 1-5 uM)
(Figura 8). Después de 30 minutos de preincubacion con estos inhibidores, los
fibroblastos gingivales fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a por 48 h y los
medios condicionados fueron analizados mediante zimografia para caseina. En
ausencia del estimulo con TNF-a, el tratamiento con 5 uM de SP600125 solo 6 25
uM de PD98059 no indujeron cambios significativos en la actividad de uPA (Figura
8A). Se analizé el efecto de PD98059 en la actividad de uPA estimulada con TNF-a,
sin embargo ninguna de las concentraciones de esta droga alcanzaron diferencias
significativas respecto a la situacion control. Por otro lado, en el caso del inhibidor de
JNK, SP600125, todas las concentraciones utilizadas (1-5 uM), mostraron una
inhibicidn significativa en la actividad de uPA estimulada por TNF-a (p<0,05) (Figura
8A).

Para verificar el efecto de SP600125 en la produccion de uPA estimuladas por
TNF-a a nivel de la proteina, FGH deprivados de SFB fueron expuestos a 5 uM de
SP600125 por 30 minutos y luego fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a.
Después de 48 horas, el medio condicionado fue concentrado y los niveles de
proteina de uPA fueron analizados con Western-blot. Como se muestra en la Figura

8B, el Western-blot demostr6 que SP600125 efectivamente inhibe el estimulo de
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TNF-a en la produccion de uPA. El analisis cuantitativo de tres experimentos
independientes mostraron que SP600125 inhibe significativamente la produccion de

uPA respecto a la situacidn estimulada (p<0,05) (Figura 8C).
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Figura 8. La inhibicion de la ruta JNK interfiere en la producciéon de uPA
estimulada por TNF-q.

FGH fueron incubados en presencia de SP600125 (1-5 uM) o PD98059 (5-25 uM) por 1hora y luego
fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a. Los medios condicionados fueron analizados con
zimografia de uPA. Se cuantificaron las bandas caseinoliticas para ser expresadas en el grafico como
promedios y error estandar (A). FGH fueron incubados en presencia de 5 uM de SP600125 por 1 hora
y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-o por 48 horas. Los medios condicionados fueron
analizados a través de Western-blot para uPA. Se utiliz6 B-actina como control de carga (B). Se
realizo un analisis densitométrico del Western-blot. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios normalizados con B-Actina y error estandar (C).
(*) El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas. p<0,05 n=3.

6.4. Triclosan inhibe la activacion de la via de sefnalizacion JNK en fibroblastos
gingivales.

Para comprobar si las condiciones experimentales que promueven la

expresion de uPA se correlacionaban con la activacion de las vias ERK y JNK por
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TNF-a, se estimularon FGH deprivados de SFB con 20 ng/mL de TNF-a y se evalué
la activacidn de las rutas antes mencionadas a través de Western-blot de los lisados
celulares a diferentes puntos en el tiempo. Como se puede apreciar en la Figura 9A,
la estimulacién de las células con TNF-a no indujo un aumento significativo en la
fraccion fosforilada de ERK-1/2. Por otro lado, TNF-a fue capaz de estimular la
fosforilacion de JNK2 siguiendo un patrébn bimodal. Se observé un aumento
consistente en la fosforilacion de JNK2 a los 5 minutos de estimulo, seguido por una
disminucién en la cantidad de p-JNK2 a los 15 y 30 minutos, y finalmente un segundo
aumento mas consistente a los 60 y 180 minutos de estimulacién con TNF-a. Este
patrén de la activacion de JNK fue observado en al menos cuatro experimentos
independientes y mostraron ser muy consistentes entre si.

Para identificar si Triclosan era capaz de modificar la activacion/fosforilacion
de JNK2, se obtuvieron FGH deprivados de SFB y fueron expuestos a 1 ug/mL de
Triclosan por 1 hora. Luego fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a a diferentes
tiempos. Como se demuestra en la figura 9A, observamos una disminucion en la
fosforilacién de JNK2 a lo largo de todos los tiempos experimentales evaluados.
Estos datos en conjunto sugieren la participacién activa de la ruta JNK en la
produccién de uPA estimulada con 20 ng/mL de TNF-a (Figura 8) y que Triclosan
puede afectar la activacibn de esta ruta de sefalizacion. Para evaluar
cuantitativamente el efecto de Triclosan en la ruta de JNK2, se expusieron FGH
privados de SFB a Triclosan por 1 hora y luego fueron estimulados con 20 ng/mL

TNF-a. Después de 60 minutos, se lisaron las células y se evalud la fosforilacion de
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JNK2 utilizando Western-blot. La Figura 9B muestra que Triclosan consistentemente
inhibe la fosforilacion de JNK2 en este periodo de tiempo. El analisis de cinco
experimentos independientes, realizados con cultivos celulares derivados de
pacientes diferentes (Figura 9B), demostraron que esta inhibiciobn es

estadisticamente significativa (Figura 9C).
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Figura 9. Triclosan altera la fosforilacion de JNK estimulada por TNF-a

FGH fueron expuestos, o no, a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de
TNF-a a distintos tiempos (0, 5, 15, 30, 60 y 180 min.). Se evaluaron las formas fosforiladas de ERK-
1/2 y JNK en los lisados celulares. Como control de carga, se evalué la expresién total de ERK y JNK
(A). FGH fueron expuestos, o no, a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL
de TNF-a por 60 min. Se analizé la presencia de p-JNK2 en los lisados celulares a través de Western-
blot. Como control de carga se detecté la presencia de JNK total (B). Después del analisis
densitométrico de p-JNK, normalizadas con respecto a JNK2 total fueron expresadas como promedios
y error estandar. Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados como
promedios y error estandar. (*) El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (C).
p<0,01 n=5.
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Considerando el efecto inhibitorio de Triclosan en la activacion/fosforilacion de
JNK2, evaluamos el efecto de esta droga sobre la expresidn del factor transcripcional
rio debajo de JNK, c-Jun. Se ha demostrado que c-Jun activo induce la expresion
incluso de si mismo. De esta manera, la expresion de c-Jun representa un ensayo
funcional efectivo para la actividad de JNK®. Se expusieron fibroblastos gingivales
privados de SFB a 1 ug/mL de Triclosan por 1h y luego fueron estimulados con 20
ng/mL de TNF-a. Después de 12 horas, las células fueron lisadas y la produccion de
c-Jun fue evaluada a través de Western-blot. Como se observa en la figura 10A,
TNF-a fue capaz de estimular la produccién de c-Jun y Triclosan efectivamente
inhibié este aumento en la expresién de la proteina. El analisis de tres experimentos
independientes demostraron que esta inhibicion es estadisticamente significativa
(Figura 10B). En ausencia de TNF-a, Triclosan no indujo variaciones significativas en
la produccion de c-Jun.

A B, W '
C-Jun e N R e 4
pactina | QD @D D

Control Triclosan TNF-o. TNF-o +
Triclosan

c-Jun / B-actina

Control Triclosan TNF-oc TNF-a +
Triclosan

Figura 10. Triclosan inhibe la produccion de c-Jun estimulada por TNF-o

FGH fueron expuestos, o no, a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de
TNF-o. Después de 12 horas, se evalud la produccién de c-Jun en los lisados celulares mediante
Western Blot. Se utilizd B-actina como control de carga (A). Se realiz6 el andlisis cuantitativo de las
bandas de c-Jun derivadas de los Western-blot. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar. (*) El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas (B). p<0,05 n=3.
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6.5. La produccion y actividad de uPA estimulada por TNF-a depende del
estado redox intracelular y la presencia de peroxido en el medio extracelular en
fibroblastos gingivales humanos.

Para identificar si el estado redox intracelular afecta la actividad de uPA
estimulada con TNF-a, FGH libres de SFB fueron expuestos a 30 mM del
antioxidante y precursor de Glutation (GSH), N-Acetil-L-Cisteina (NAC). NAC es el
aminoacido L-cisteina mas un grupo acetilo (-CO-CH3), el cual aumenta la absorcion
y solubilidad de este agente, acoplado al grupo amino del aminoacido. Glutatién
(GSH, L-gamma-glutamil-L-cisteinilglicina) es la molécula antioxidante predominante
en la fase acuosa del citoplasma celular®. Este es sintetizado a partir de tres
aminoacidos en un proceso de dos etapas, comenzando por la combinacion de acido
glutamico y cisteina, y finalizando con la adicién de glicina. Tanto ésta como el acido
glutdmico son abundantes en las células y por ende es la disponibilidad de cisteina la
que controla la razén entre los reactivos de sintesis. Después de 60 minutos de pre
incubacion con este antioxidante capaz de atravesar membranas e ingresar a la
célula, los fibroblastos gingivales fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a durante
48 h y los medios condicionados fueron analizados con zimografia para caseina
(Figura 11A). En la ausencia del estimulo de TNF-a, el tratamiento con 30 uM de
NAC indujo un pequeno aumento en la actividad de uPA que no alcanzé diferencias
significativas (Figura 11B). En la situacién estimulada se logré evaluar que NAC
inhibe significativamente la actividad de uPA en comparacion a la condicion

estimulada.
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Figura 11. NAC inhibe la actividad de uPA estimulada por TNF-a

FGH fueron expuestos, 0 no, a 30 pM de NAC por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-
o.. Después de 48 horas, se evalud la actividad de uPA en los medios de cultivo condicionados (A). Se
realizé el andlisis cuantitativo de las bandas de degradacién de caseina derivadas de la zimografia.
Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes, fueron expresados como promedios y
error estandar. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
condicion control y el doble asterisco (+*) contra la condicién estimulada con TNF-a. (B). p<0,05 n=3.

Para verificar el efecto de NAC en la produccidén de uPA estimuladas por TNF-
o a nivel de proteina, se expusieron FGH privados de SFB a 30 uM de NAC durante
60 minutos y luego fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-a. Después de 48
horas, el medio condicionado fue concentrado y los niveles de proteina de uPA
fueron analizados por medio de Western-blot. Como se muestra en la Figura 12A, el
Western-blot demostr6 que el pre-tratamiento con NAC efectivamente inhibid el
estimulo de TNF-a en la produccion de uPA. El andlisis cuantitativo de tres

experimentos independientes mostrd que el efecto de NAC en la produccion de uPA
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provocOd una inhibicién significativa respecto a la situacion estimulada (p<0,01)

(Figura 12B).
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Figura 12. NAC inhibe la expresion de uPA estimulada por TNF-a

FGH fueron expuestos, 0 0 no, a 30 uM de NAC por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de
TNF-a. Después de 48 horas, se evalud la expresion de uPA en los medios condicionados. Se utiliz6 a
B-actina como control de carga (A). Se realizé el andlisis cuantitativo de de los Western-blot. Estos
datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados como promedios y error
estandar. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la condicién
control y el doble asterisco (*+*) contra la condicién estimulada con TNF-a (B). p<0,01 n=3.

Para evaluar si la actividad de la enzima NADPH oxidasa, uno de los
principales productores del radical superdxido Oy, precursor directo de la produccion
de HxO,, afecta la actividad de uPA estimulada con TNF-a, FGH libres de SFB fueron
expuestos a 10 y 20 uM del farmaco inhibidor de la NADPH oxidasa, Difenil iodinium

(DPI) durante 60 minutos. Luego, los FGH fueron estimulados con 20 ng/mL de TNF-
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o durante 48 h y los medios condicionados fueron analizados mediante zimografia de
caseina (Figura 13A). En ausencia del estimulo de TNF-a., el tratamiento con 10 y 20
UM de DPI no indujo un aumento significativo en la actividad de uPA (Figura 13B). El
analisis cuantitativo de tres experimentos independientes determin6 que el efecto de
20 uM de DPI en la actividad de uPA mostré una inhibicion significativa respecto a la
situacién estimulada (p<0,05), sin embargo no se observaron diferencias
significativas al preincubar con 10 uM de DPI con respecto a la situacién control

(Figura 13B).
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Figura 13. DPI inhibe la activacion de uPA estimulada por TNF-o

FGH fueron expuestos, 0 no, a DPI (10 y 20 uM) ug/mL por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL
de TNF-a. Después de 48 horas, se evalud la actividad de uPA en los medios condicionados (A). Se
realizé el andlisis cuantitativo de las bandas de degradacién de caseina derivadas de la zimografia.
Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados como promedios y
error estandar. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
condicion control y el doble asterisco (*+*) contra la condicién estimulada con TNF-a. (B). p<0,05 n=3.

Para analizar si la produccion y presencia de H,O, afectaba la actividad de

uPA, se preincubaron fibroblastos gingivales privados de SFB con concentraciones
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crecientes de catalasa (750, 1500 y 3000 U/mL), enzima antioxidante que no posee
la capacidad de penetrar membranas celulares y por ende permanece en el medio de
cultivo durante todo el experimento, que induce la conversion del perdxido de
hidrégeno en oxigeno molecular y agua. Después de 60 minutos de preincubacion
con esta enzima, se estimularon los FGH con 20 ng/mL de TNF-a y se recogieron los
medios condicionados después de 48 horas. Estos fueron analizados mediante
zimografia para uPA. Como se muestra en la Figura 14A, TNF-a indujo un aumento
significativo en la actividad de uPA con respecto al control no estimulado. El andlisis
de los medios condicionados por 48 horas a través de zimogramas caseinoliticos,
demostr6 que la actividad de uPA estimulada por TNF-a fue efectivamente inhibida
por catalasa en una forma dosis dependiente (Figura 14B). La cuantificacion
densitométrica de las bandas de uPA obtenidas a partir de tres experimentos
independientes, demostr6 que TNF-a indujo un aumento significativo en la actividad
de uPA (p<0,01) y que las concentraciones mas altas de catalasa inhibieron la
actividad de uPA estimulada por TNF-a de una forma estadisticamente significativa

(p<0,05).
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Figura 14. Catalasa inhibe la activacion de uPA estimulada por TNF-a

FGH fueron expuestos, 0 no, a catalasa (750, 1500 y 3000 U/mL) por 1 hora y luego estimulados con
20 ng/mL de TNF-a. Después de 48 horas, se evalué la actividad de uPA en los medios condicionados
(A). Se realizé el andlisis cuantitativo de las bandas de degradacién de caseina derivadas de la
zimografia. Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados como
promedios y error estandar. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la condicién control y el doble asterisco (**) contra la condicién estimulada con TNF-a (B).
p<0,05 n=3.

6.6. TNF-a induce la produccion de H.O, en FGH y Triclosan tiene la capacidad
de inhibir esta produccion.
Los procesos de generacion de ROS pueden ser monitoreados utilizando

métodos fluorométricos. La generacion intracelular de ROS puede ser investigada
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utilizando 2’,7’-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) como un compuesto bien
caracterizado para detectar y/o medir la produccion intracelular de H.0:**. La
conversion del agente no fluorescente DCFH-DA al compuesto altamente
fluorescente DCF’ ocurre en una serie de pasos. Primero, DCFH-DA es transportado
a través de la membrana celular y desacetilado por esterasas intracelulares para
producir el agente no fluorescente DCFH, el cual permanece atrapado en el
compartimiento intracelular. Luego, DCFH es convertido a DCF’ a través de la accion
de peroxidos®.

FGH fueron pre-incubados con Triclosan en medio de cultivo sin SFB y libre de
rojo fenol durante 1 hora y luego estimulados con TNF-o durante 60 minutos.
Posteriormente las células fueron incubadas durante 30 min. con medio
suplementado con 25 uM DCFH-DA, como indicador del estado redox intracelular.
Los FGH fueron lavados con PBS vy lisados con NaOH 0,2 N durante 5 minutos para
luego ser traspasadas a una placa de 96 pozos especial para mediciones
fluorométricas y cuantificadas en un fluorimetro .

Como se muestra en la Figura 15, TNF-a indujo un aumento significativo en la
produccién de H»O. intracelular con respecto al control no estimulado. Las
mediciones fluorométricas demostraron que la produccién de H»O, estimulada por
TNF-a fue efectivamente inhibida por Triclosan. La cuantificacion de la fluorescencia
obtenida a partir de tres experimentos independientes, demostré que TNF-a indujo
un aumento significativo en la produccion de H.O. (p<0,05) y que Triclosan inhibid

esta produccion de forma estadisticamente significativa (p<0,05). Estos resultados

45



Resultados

fueron confirmados visualizando las células estimuladas con TNF-a e incubadas con
25 uM DCFH-DA en las mismas condiciones anteriores mediante un microscopio de

fluorescencia invertido que permite hacer observaciones in vivo de la generacién de

ROS intracelular (Figura 16).
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Figura 15. Triclosan inhibe la produccion de H,O; estimulada con TNF-a

FGH fueron expuestos, 0 no, a Triclosan (1ug/mL) por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de
TNF-a. Después de 60 min. Los FGH fueron expuestos a DCFH-DA por 30 min. Se evalud la
generacién de H,O, intracelular mediante el andlisis cuantitativo de la emisién de fluorescencia de los
lisados celulares. Estos datos, obtenidos de tres experimentos independientes fueron expresados
como promedios y error estandar. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la condicién control y el doble asterisco (**) contra la condicién estimulada con TNF-a (B).
p<0,05 n=3.

Para evaluar la contribucion de la via de transduccion de sefales JNK y la
actividad de la NAD(P)H oxidasa en la produccién de ROS intracelulares, se utilizé la
observacion in vivo de la emision fluorescente de DCFH-DA. Para ello se utilizé el
mismo protocolo que para las cuantificaciones con fluorimetro, exceptuando la lisis
celular, y pre-incubando durante 60 min. con 1 pg/mL de Triclosan, 5 uM de

SP600125, 20 uM de DPI y 30 uM de NAC como control, para luego ser estimuladas

con TNF-a o t-BOOH como control positivo de la técnica durante 60 min.. Se incubd
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con solucion de 25 uM DCFH-DA por media hora y se observaron en microscopio de
fluorescencia invertido (Figura16). Como se observa en esta figura, la via JNK posee
un rol importante en la produccion de ROS intracelulares ya que al incubar con el
inhibidor especifico de esta via, SP600125, se disminuyen los niveles de produccion

de estos, de forma similar a los cultivos preincubados con NAC, DPI y Triclosan.

Control 1 ug/mL Triclosan 20 ng/mL TNF-a TNF-a + 1 ug/mL Triclosan

TNF-o + 20 uM DPI TNF-o + 5 uM SP600125 30 uM t-BOOH TNF-o + 30 uM NAC

Figura 16. Efecto de Triclosan, NAD(P)H oxidasa, JNK y NAC en la produccion
de H20, estimulada con TNF-a

FGH fueron expuestos, o no, a 1ug/mL Triclosan, 5 uM de SP600125, 20 uM de DPI y 30 uM de NAC
por 1 hora y luego estimulados con 20 ng/mL de TNF-a. Después de 60 min. los FGH fueron
expuestos a DCFH-DA por 30 min. Se evalué la generacién de H.O, intracelular mediante la emisién
de fluorescencia de los cultivos in vivo captada con un microscopio de fluorescencia invertido.
6.7. H.O2 exdgeno induce la actividad de uPA y Triclosan revierte este aumento.
Para evaluar si el estimulo exdgeno de HO, podia afectar la actividad y
produccién de uPA, se obtuvieron FGH privados de SFB los cuales se pre-incubaron
con 1 ug/mL de Triclosan durante 1 hora. Luego, estos fueron estimulados durante

48 horas con concentraciones crecientes (1, 10 y 30 uM) de Terbutil Peréxido (1,1-

Dimetiletil Hidroperéxido, t-BOOH), un analogo organico de H>O, con la capacidad de
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ingresar a la célula con mayor facilidad. Los medios condicionados fueron analizados
con zimografia para caseina (Figura 17A). El andlisis cuantitativo de tres
experimentos independientes mostraron que t-BOOH posee un efecto de tipo dosis
dependiente en el aumento de la actividad de uPA, y este es estadisticamente
significativo con respecto a la situacion control (p<0,05). Ademéas se demostré que
Triclosan posee la capacidad de inhibir este aumento en la actividad provocada por t-
BOOH para las tres concentraciones analizadas, pero estas sélo resultaron ser
estadisticamente significativas para 10 y 30 uM de t-BOOH con respecto a la
situacion respectivamente estimulada (p<0,05) (Figura 17B).

Para evaluar el efecto de t-BOOH en la produccién de uPA a nivel de proteina,
FGH privados de SFB fueron pre incubados con 1 ug/mL de Triclosan durante 60
minutos, para luego ser estimulados con 30 uM de t-BOOH. Después de 48 horas, el
medio condicionado fue concentrado y los niveles de proteina de uPA y B-actina
fueron analizados mediante Western-blot. Como se muestra en la Figura 17C, el
Western-blot demostrd que el pre-tratamiento con Triclosan efectivamente inhibi6 el
estimulo de t-BOOH en la produccion de uPA. El analisis cuantitativo de tres
experimentos independientes mostré que el efecto de Triclosan en la produccién de
uPA normalizado con respecto a -actina fue una inhibicién significativa respecto a la

situacion estimulada (p<0,05) (Figura 17D).
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Figura 17. Triclosan inhibe la actividad y expresion de uPA estimulada por

t-BOOH en FGH.

FGH fueron expuestos, o no, a 1 ug/mL Triclosan por 60 min. y luego estimulados con 1, 10 y 30 uM
de t-BOOH. Después de 48 horas, se evaluo6 la actividad de uPA en los medios condicionados (A) y la
expresion de uPA y B-Actina (C). Se realizé el andlisis cuantitativo de las bandas de degradacion de
caseina derivadas de la zimografia y Western-blot. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la condicién control y el doble asterisco (*+*) contra la
condicion estimulada con 30 uM de t-BOOH (B y D). p<0,05 n=3.

6.8. La actividad de uPA estimulada por H.O., exégeno es dependiente de la
actividad de la via de senalizacion de ERK y es inhibida por Triclosan.

Para identificar el rol de la via ERK-1/2 en la actividad de uPA estimulada con
t-BOOH, FGH libres de SFB fueron expuestos a 30 uM del inhibidor selectivo de
MEK-1 (PD98059) (Figura 18A). Después de 60 minutos de preincubacion con este
inhibidor, los fibroblastos gingivales fueron estimulados con 30 uM de t-BOOH por 48
horas y los medios condicionados fueron analizados con zimografia para uPA. En

ausencia del estimulo de t-BOOH el tratamiento con PD98059 indujo una reduccion
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limitada en la actividad de uPA que no alcanz6 una diferencia significativa. Como se
muestra en la Figura 18B, se demostré que PD98059 efectivamente inhibi6o el
estimulo de t-BOOH en la produccion de uPA. El analisis cuantitativo de tres
experimentos independientes mostrd que el efecto de 30 uM PD98059 en la actividad
de uPA fue una inhibicién significativa respecto a la situacién estimulada (p<0,05), y
esta inhibicién es comparable cuantitativamente a la disminucién en la actividad de

uPA al preincubar con 1 ug/mL de Triclosan.
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Figura 18. La actividad de uPA estimulada por H.0, exdégeno es dependiente de
la via MEK-1/ERK-1/2.

FGH fueron expuestos, o no, a 30 uM de PD98059 y 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora antes de la
estimulacién con 30 uM de t-BOOH. Después de 48 horas se evalu6 la actividad de uPA (zimografia
de caseina) en los medios condicionados(A). Se realizé el analisis cuantitativo de las bandas de
degradacion de caseina derivadas de la zimografia. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la condicion control y el doble asterisco (**) contra la
condicion estimulada con 30 uM de t-BOOH (B y D). p<0,05 n=3.
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Para comprobar si las condiciones experimentales que promueven la
expresion de uPA se correlacionaban con la activacion de la via ERK, FGH privados
de SFB fueron estimulados con 30 uM de t-BOOH y se evalud la activacién de la ruta
antes mencionadas a través de Western-blot de los lisados celulares a diferentes
tiempos. Como se puede apreciar en la Figura 19A, la estimulacion de las células con
30 uM de t-BOOH fue capaz de estimular la fosforilacién de ERK-1/2 siguiendo un
patrén bimodal. Se observd un aumento consistente en la fosforilacion de ERK-1/2 a
los 15 minutos de estimulo, seguido por el punto mas alto a los 30 minutos, y luego
niveles altos y significativos en la relacién p-ERK/ERK a los 60 y 180 minutos.

Para identificar si Triclosan era capaz de modificar la activacion/fosforilacion
de ERK-1/2, se obtuvieron FGH privados de SFB y fueron expuestos a 1 ug/mL de
Triclosan por 1 hora. Luego fueron estimulados con 30 uM de t-BOOH a diferentes
tiempos. Como se demuestra en la figura 19B, observamos una disminucion en la
fosforilacién de ERK-1/2 a lo largo de todos los tiempos experimentales evaluados.
Estos datos sugieren la participacion activa de la ruta ERK-1/2 en la produccién de
uPA estimulada con 30 uM de t-BOOH y que Triclosan puede afectar la activacion de
esta ruta de senalizacion estimulada por H2Oo.

El analisis densitométrico (Figura 19C) de al menos tres experimentos
independientes demostré que tanto el aumento en la fosforilacion de ERK-1/2 con
respecto a ERK total por t-BOOH, como la inhibicion por Triclosan, alcanzaron

niveles estadisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 19. Triclosan inhibe la fosforilacion de ERK-1/2 estimulada por H:0-

exogeno.

FGH fueron expuestos, o no, a 1 ug/mL de Triclosan por 1 hora y luego estimulados con 30 uM de t-
BOOH a distintos tiempos (0, 5, 15, 30, 60 y 180 min.). Se evaluaron las formas fosforiladas de ERK-
1/2 en los lisados celulares (A 'y B). Como control de carga, se evalué la expresion total de ERK-1/2 (A
y B). Después del andlisis densitométrico de ERK, normalizadas con respecto a ERK total, fueron
expresadas como promedios y error estandar. Estos datos, obtenidos de tres experimentos
independientes fueron expresados como promedios y error estandar. (*) El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la condicién control (C). p<0,05 n=3.
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7. DISCUSION

El presente estudio muestra que Triclosan, un agente farmacolégico usado en
dentifricos y colutorios bucales, puede tener un efecto no descrito previamente en la
proteccion del tejido conectivo gingival frente a la destruccion tisular. Nuestros
resultados obtenidos en cultivos primarios de fibroblastos gingivales demuestran que
TNF-a, citoquina cuya actividad ha sido asociada a efectos proinflamatorios, estimula
la produccion de uPA, una serin-proteasa que convierte al zimoégeno plasminégeno
en la serin-proteasa activa plasmina. En presencia de Triclosan, la produccién de
uPA y la generacién de plasmina fueron efectivamente inhibidas. Ademas, nuestros
resultados muestran que Triclosan es capaz de controlar la expresién de uPA al
inhibir la activacion de JNK y prevenir la expresion del factor de transcripcidon rio
abajo c-Jun.

Se han encontrado cantidades significativas de TNF-a en tejidos gingivales
inflamados y también en el fluido crevicular®®??. De esta manera, es probable que
niveles aumentados de esta citoquina, como los encontrados en estudios previos en
lesiones periodontales, podrian estimular a fibroblastos gingivales para producir uPA.
Este estudio es el primero en mostrar que cultivos primarios de fibroblastos gingivales
humanos responden a TNF-a induciendo un aumento en la produccion de uPA y la
consecuente conversion de plasminégeno en plasmina. La produccion de uPA
estimulada con TNF-a fue blogueada por los inhibidores de NFkB (SN50) y JNK
(SP600125). PD98059, el inhibidor de MEK-1, no produjo un bloqueo significativo en

la actividad de uPA.
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En concordancia con estos resultados, también encontramos que TNF-a es
capaz de estimular la activacion de NFkB y JNK, sin embargo su efecto sobre la
fosforilacién de ERK-1/2 fue menor. En concordancia con esto, se ha descrito que
TNF-o es un activador preferente de JNK en comparacién a ERK®. Estudios previos
han indicado ademas que TNF-a puede activar las rutas de NFkB y JNK en diversos
tipos celulares, y estas cascadas han sido también asociadas a enfermedades
inflamatorias 8%,

Considerando estos resultados, nuestros esfuerzos se concentraron en
analizar el rol de Triclosan como una molécula que afecta las rutas NFkB y JNK, vias
de sefializacién que se encuentran bajo una comunicacion cruzada activa®. Nuestros
resultados muestran que Triclosan fue incapaz de alterar la translocacion NFkB-
dependiente de la subunidad p65 al nucleo, un evento clave en la activacion de los
genes regulados por NFkB®. Este resultado es consistente con un estudio previo que
mostraba que Triclosan era incapaz de modificar la activacibn de NFkB en
fibroblastos gingivales humanos a concentraciones similares”.  Sin embargo,
también se ha demostrado que la combinaciéon de Triclosan con el detergente
catiénico Cloruro de Cetilpiridinio, es capaz de inactivar la fosforilacién de NFkB®'. No
disponemos de informacién suficiente para explicar esta diferencia y pensamos que
se requieren mas estudios para poder definir las condiciones experimentales
necesarias que permitan una inhibicion de NFkB en células pretratadas con

Triclosan.
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Una observacién importante de nuestro trabajo fue que Triclosan inhibe la
fosforilacién de JNK2 y la produccion del factor de transcripcidén c-Jun. La via JNK ha
sido relacionada con la expresion de uPA estimulada por diversos factores de
crecimiento, citoquinas y agentes inductores de stress celular como luz UV®2. Debido
a que la expresion del factor de transcripcién c-Jun es altamente dependiente de la
actividad de la ruta JNK, este puede representar un punto final relevante de la
actividad de esta via y por ende un blanco farmacoldgico promisorio para
intervenciones terapéuticas®™. Nuestro estudio es el primero en reportar que la ruta
JNK puede ser inhibida por Triclosan. Se necesitan estudios posteriores adicionales
para identificar otros genes regulados por JNK que podrian estar controlados por este
agente farmacolégico.

En cuanto al rol de los ROS en la activacién de uPA, nuestras evidencias
demostraron que la actividad y produccion de uPA es dependiente del estado redox
intracelular, debido a que el antioxidante NAC fue capaz de revertir el aumento
estimulo de TNF-a. Ademas, logramos identificar a la enzima NAD(P)H oxidasa
como una de las responsables en la activacién de uPA por TNF-a, lo que indica que
la produccién intracelular del radical superéxido es importante para el aumento en la
actividad de uPA, ya sea actuando como segundo mensajero, o transformandose en
H.O.. Para evaluar si la produccién extracelular de H,O, estimulada por TNF-a tenia
alguna implicancia en la actividad de uPA, las células fueron incubadas con catalasa,
enzima que permanece en el medio extracelular. Estos experimentos demostraron

que la actividad de uPA estimulada por TNF-a es dependiente de la produccién de
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H20,, que podria estimular de forma autocrina a la célula aumentando la produccion
de uPA. Considerando estos resultados se evaludé posteriormente la actividad y
produccién de uPA luego de la aplicacién exdégena de H»O,, encontrando que ambos
son inducidos significativamente. Este estudio es el primero que relaciona a este
estimulo con el aumento en la produccién y actividad de uPA en este modelo celular,
e implicaria que el mecanismo de produccién de uPA por TNF-o es complejo y puede
estar regulado por multiples vias.

Se ha visto también que Triclosan posee la capacidad de transformarse
oxidativamente por 6xidos de manganeso®, y que esto le entrega una capacidad
comparable de oxidarse en comparaciéon a otras moléculas de caracter fendlico
similar. El efecto celular derivado de la oxidacion de Triclosan es, hasta ahora,
desconocido. Triclosan tendria la capacidad de inhibir la produccion intracelular de
H2O inducida por TNF-a, actuando como una molécula antioxidante a un nivel
intracelular. JNK jugaria también un rol importante en la produccién de ROS
intracelulares ya que al incubar con el inhibidor especifico de esta via, SP600125,
disminuyen los niveles de produccién de estos. Ademas, Triclosan tendria la
capacidad de inhibir el aumento en la produccién y actividad de uPA estimuladas por
H-O2 lo que posee altas implicancias en el control de la enfermedad periodontal
debido a la importancia de los ROS en esta patologia.

Por ultimo, logramos identificar que H>O. participa como un activador de la via
de transduccion de senales MEK-1/ERK-1/2, y que Triclosan funciona como un

agente que inhibe esta activacion significativamente en todos los tiempos evaluados.
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Triclosan tendria entonces diversos mecanismos, tanto en el funcionamiento
subcelular, como también funcionando como un antioxidante intracelular, lo que en
conjunto previene el aumento en la actividad y produccion de uPA (Figura 20).
Colectivamente, nuestros datos demuestran por primera vez que Triclosan
inhibe significativamente la actividad y expresién de uPA estimulada por TNF-a y
H-O. mediante la inhibicién de la activacion de las vias de sefalizacién intracelular
JNK y ERK-1/2, ademas de disminuir los niveles de ROS intracelulares en FGH,
validando de esta forma la hipétesis propuesta. En base a los resultados se propone
el siguiente modelo para la accion de Triclosan en FGH estimulados por TNF-a y

H,0> (Figura 20)

A

H202

uts TNF-o
H202 . j

Destruccion MEC

Nucleo

Figura 20. Modelo propuesto para la accion de Triclosan en FGH.

La inhibicién de la expresion de uPA en FGH, estimulada tanto por TNF-a como por t-BOOH,
involucraria la disminucién en la fosforilacion de JNK (y la consecuente disminucion del factor de
transcripcion c-Jun/AP-1 y el RNAm de uPA), la disminucién en la fosforilacion de ERK-1/2, y la
inhibicion en la produccion de ROS intracelulares que participarian como segundos mensajeros en la
induccién de la expresion de uPA (A). Estos efectos corresponden a una via independiente de la
funcién antibacteriana clasica de Triclosan pero podrian explicar también en parte el efecto
antiinflamatorio antes descrito en este tipo celular (B).
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Lo anterior permite posicionar a esta molécula como un excelente candidato
farmacolégico para prevenir el avance de la enfermedad periodontal y destruccién
tisular mediada por proteasas de matriz extracelular bajo la regulacion de uPA.

Se postulan entonces dos nuevas rutas mediante el cual Triclosan estaria
retrasando el progreso de la enfermedad periodontal. La primera seria mediante la
disminucion de la activacion de MMPs por uPA, interfiriendo el sistema de
transduccion de sefales para la generacién de uPA y la segunda seria mediante un
efecto antioxidante directo o indirecto, ademas de intervenir en la via de sefalizacion
inducida por los ROS ex6genos.

La progresion de la enfermedad periodontal ha sido explicada en parte por
diversos factores incluyendo variaciones en los niveles de citoquinas
proinflamatorias, un balance alterado entre enzimas proteoliticas y sus inhibidores, un
aumento en la cantidad de ROS y cambios en la microflora subgingival entre otras®.
El uso prolongado de dentifricos que contienen Triclosan en su composicion puede
reducir la pérdida de piezas dentales en adolescentes y disminuir la velocidad de
progresién de la enfermedad periodontal en adultos®®8. Estos resultados han sido
explicados en parte por la observacion de que individuos que utilizan pastas dentales
que contienen Triclosdn mostraron reducciones en los niveles de patégenos
periodontales en sitios subgingivales®.

El fendmeno de produccion de especies radicalarias por citoquinas
proinflamatorias puede formar una parte principal en la generacion de la enfermedad
periodontal. Si Triclosan modula la formacion de estas especies reactivas, se

propone que Triclosan posee multiples funciones involucradas en el control de la
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enfermedad periodontal: efecto antibacteriano, efecto antiinflamatorio, efecto en la
modulaciéon de la remodelacion tisular y por ultimo una actividad antioxidante
intracelular.

Debido a que la progresion de la enfermedad periodontal ha sido también
asociada con un aumento en la remodelacion de la matriz extracelular, los resultados
del presente estudio pueden ofrecer una explicacion adicional para el efecto de
Triclosan en la destruccién del tejido periodontal. A pesar de que los resultados acé
mostrados fueron obtenidos a partir de un modelo celular in vitro, sugieren que
Triclosan puede regular la produccion y actividad de uPA en células de tejido
conectivo gingival humano. Se necesitan estudios adicionales para analizar el efecto
de Triclosan en el sistema de activacion de plasmindégeno a un nivel clinico.

Es necesario evaluar, en un futuro, el efecto de Triclosan sobre moléculas de
la matriz extracelular y otras moléculas rio abajo del efecto celular, ademas de

proteasas diferentes involucradas en la patologia.
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8. CONCLUSIONES

Triclosan inhibe la actividad y expresién (RNAm y proteina) de uPA, ademas de la

activacion de plasmina estimulada por TNF-a en FGH.

NF-kB esta involucrado en la produccién de uPA estimulada por TNF-a, pero no

es afectado por Triclosan.

La inhibicion de la ruta JNK interfiere en la produccién de uPA y Triclosan altera

la fosforilacién de JNK 'y la produccién de c-Jun/AP-1 estimulada por TNF-c.

La actividad y expresion de uPA estimulada por TNF-o depende del estado redox
intracelular, la actividad de la NAD(P)H oxidasa y la cantidad de H20:

extracelular.

TNF-a estimula la produccién intracelular de HoO. que es dependiente de la

actividad de NAD(P) oxidasa, la via JNK y el estado redox intracelular, ademas de

ser inhibida por Triclosan.

Triclosan inhibe la actividad y expresién de uPA, que es dependiente de la via

ERK-1/2, al inhibir la fosforilacién de ERK-1/2 estimulada por H20O..
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10.1. Presentaciones a congresos/premios obtenidos:
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2008

2008

2008

2007

2007

2007

2006

2006

Arancibia R. XXIlI Reunién Anual Sociedad de Biologia Celular de Chile, Pucén 2008, 1°" lugar en
categoria Trabajos Pregrado. Premio Hyclone —GenExpress.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J y Smith PC. XXIl Reunién Anual Sociedad de Biologia Celular de
Chile, Pucon 2008, “Triclosan inhibe la produccién de uPA y de especies reactivas de oxigeno en
fibroblastos gingivales humanos”.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J y Smith PC. XXI Reunién Anual Internacional Association for Dental
Research (IADR 2008), Talca, Facultad de Odontologia, Universidad de Talca. Presentacién Oral:
“Triclosan y su funcién antioxidante en fibroblastos gingivales humanos”.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J y Smith PC. XXI Reunién Anual Internacional Association for Dental
Research (IADR 2008), Talca, Facultad de Odontologia, Universidad de Talca. Poster: “Triclosan y su
funcién antioxidante en fibroblastos gingivales humanos”.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J y Smith PC. XXI Reunién Anual Sociedad de Biologia Celular de
Chile, Pucén, 2007, “Triclosan inhibe la produccion de uPA estimulada por TNF-a en fibroblastos
gingivales humanos”.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J y Smith PC. XX Reunién Anual Internacional Association for Dental
Research (IADR), Santiago, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. “Efecto de Triclosan sobre la
produccion de Uroquinasa en fibroblastos gingivales humanos” .

Gonzéalez R, Arancibia R, Caceres M, Martinez J, Smith PC*. Humo de cigarrillo estimula la produccion
de uroquinasa en fibroblastos-gingivales XX Reunién IADR divisién Chile, Santiago, 8 -10 Octubre de
2007.

Arancibia R, Caceres M, Martinez J, Gonzalez R. y Smith PC. XIX Reunién Anual International
Association for Dental Research (IADR), Valparaiso, Facultad de Odontologia, Universidad de
Valparaiso, en calidad de 1° Autor de presentacion oral: “Triclosan inhibe la produccion de uroquinasa
estimulada por TNF-a en fibroblastos gingivales humanos”.

Gonzalez R, Arancibia R, Caceres M, Guerrero J, Martinez J, Smith PC*. Condensado de humo de
cigarrillo estimula la produccion de uroquinasa (uPa) a través de las vias ERK y JNK en fibroblastos
gingivales humanos. XX Reunién Anual de la Sociedad de Biologia Celular de Chile. Chile, Pucon.
Octubre de 2006.

10.2. Publicaciones:

Smith PC, Gonzalez R, Arancibia R, Caceres M, Guerrero J, Martinez J.
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generation of reactive oxygen species and activation of ERK / JNK pathways in
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human gingival fibroblasts. Journal of Periodontal Research, (aceptado, en
prensa) 2008.

e Arancibia R, Caceres M, Martinez J, Smith PC. Triclosan inhibits tumor
necrosis factor-alpha-stimulated urokinase production in human gingival
fibroblasts. Journal of Periodontal Research, (aceptado, en prensa) 2008
(abstract en 10.3)

10.3. Abstract

J Perindont Res X008
All righis reserved

Triclosan inhibits tumor
necrosis factor-«-stimulated
urokinase production in
human gingival fibroblasts

Arancibia R, Caceres M, Martinez J, Smith PC. Triclosan inhibits tumor necrosis
Sactor-g-stimulated wrokinase production in human gingival fibroblasts. J Periodont
Res 2008; 00- 000~ © 2008 The Authors. Jownal compilation © 2008 Blackwell
Munksgaard

Back grownd and Objectives: Destruction of the supporting periodontal tissues is
mediated by the action of several proteolytic enzymes. Urokinase 1s a serine
protease that plays a key role in connective tissue destruction through conversion
of plasminogen into plasmin. The present study was conducted to evaluate the
effect of triclosan on the production and activity of urokinase in cultured gmgival
fibroblasts.

Material and Methods: Urokinase production was studied in primary cultures of
human gingival fibroblasts stimulated with tumor necrosis factor-alfa. Urokinase
activity and production were evaluated using casein zymography and western
blotting, respecively. Urokinase mRNA expression was evaluated using the
reverse transcription—polymerase chain reaction. Triclosan was used to mierfere
with this stimulatory effect. The roles of different cell-signaling cascades involved
in urokinase production were assessed through western blotting and
immunofluorescence using several cell-signaling inhibitors.

Results: Tumor necrosis factor-alfa was found to be a strong stumulus for uro-
kinase production and triclosan was able to inhibit this response at the protein and
mRNA levels. Tridosan was also able to inhibit conversion of plasminogen into
plasmin. Tumor necrosis factor-alfa-stimulated urokinase production was shown
to be dependent on the nuclear factor-xB and ¢-Jun N-terminal kinase signaling
pathways. Triclosan inhibited ¢c-Jun N-terminal kKinase phosphorylation and c-Jun
production.

Concluvions: Within the limits of this study, these results show that triclosan may

inhibit urokinase production and plasminogen activation in gingival fibroblasts
through modulation of the c-Jun N-terminal kinase signaling pathway.

X0 The Authors.
Journal compilation © X008 Blackwell Munksgaard
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