UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

ESCUELA DE GRADUADOS

MAGISTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
MENCION PERIODONTOLOGIA

“Efecto del H,O, sobre la actividad de las metaloproteinasas de matriz extracelular
con actividad osteolitica y la via de sefializacion NF«B en fibroblastos del ligamento
periodontal humano.”
Constanza Osorio Alfaro
TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL GRADO DE
MAGISTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS

TUTOR PRINCIPAL

Prof. Dra. Marcela Hernandez Rios
TUTORES ASOCIADOS

Prof. Dr. Guillermo Diaz Araya
Dra. Inga San Martin Pefialoza
FINANCIAMIENTO
FONDECYT 1090461

Santiago-Chile
2012



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ESCUELA DE GRADUADOS

INFORME DE AI?ROBACIC)N DE TESIS DE MAGISTER EN CIENCIAS
ODONTOLOGICAS MENCION ...,

Se informa al Consejo de Posgrado de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, que la Tesis de Magister en Ciencias Odontologicas
presentada por el(a) candidato(a)

Nombre del Alumno(a)

ha sido aprobada por la Comision Evaluadora de Tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Ciencias Odontolégicas, mencién
...................... en examen rendido el ........

COMISION INFORMANTE DE TESIS

Nombre Evaluador Nombre Evaluador

Nombre Evaluador






UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

ESCUELA DE GRADUADOS

MAGISTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS MENCION
PERIODONTOLOGIA

“Efecto del H,O, sobre la actividad de las metaloproteinasas de matriz
extracelular con actividad osteolitica y la via de sefalizacion NFkB en

fibroblastos del ligamento periodontal humano.”
Constanza Osorio Alfaro

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL GRADO DE
MAGISTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
TUTOR PRINCIPAL
Prof. Dra. Marcela Hernandez Rios
TUTORES ASOCIADOS
Prof. Dr. Guillermo Diaz Araya
Dra. Inga San Martin Pefialoza
FINANCIAMIENTO
FONDECYT 1090461

Santiago-Chile
2012



Dedicatoria

Agradecimientos

Este trabajo esta dedicado a mi familia; mi mama Maria
Eugenia, mi papa Rafael, mis abuelos Inés y Gustavo, a mis
amigos, pero principalmente a mi marido Alfonso por el apoyo
constante, el amor incondicional, la paciencia inagotable y la

compainiia, que me permitieron completar y disfrutar este camino.

Gracias a la Dra. Marcela Hernandez, por entregarme 3
afios de oportunidades, aprendizaje y paciencia que me
ayudaron a crecer y convertirme en una persona mas completa.
A los(as) Doctores(as) Guillermo Diaz e Inga San Martin por
compartir generosamente su conocimiento y consejo a través de
ésta investigacion y a todos los miembros del laboratorio de
biologia periodontal y al laboratorio de toxicologia y
farmacologia, principalmente a Leslie Henriquez y Jocelyn
Garcia por la ayuda entregada. Ademas, agradezco a Franco
Cavalla, Fabian Obreg6n, Loreto Abusleme y Verdnica Mundi por
el carifio, apoyo y compafierismo que compartimos en este viaje.
Quiero agradecer también, a los Dres. Jorge Gamonal, Nora
Silva, Andrea Dezerega y Nicolas Dutzan por su consejo y guia
permanente. Finalmente quiero agradecer al departamento de
Cirugia por la asistencia invaluable en esta investigacion y a los
docentes que participaron en mi formaciéon a lo largo del
Magister, por entregarme conocimientos y vivencias nuevas que

ampliaron mi vision de la ciencia y la salud.



Abreviaciones

FLP
H202
ERO
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NFxB
% A
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ERK
MAPK
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Fibroblastos de ligamento periodontal
Peréxido de hidrégeno
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Factor nuclear de transcripcion k B
Porcentaje de Activacion
Periodontitis apical asintomatica

Granuloma periapical
Quiste radicular inflamatorio
Interleuquina 13

Receptor activador del factor nuclear k B
Interferén B

Factor de necrosis tumoral a

Receptor tipo Toll 1

Cluster de diferenciacion 14

Factor de crecimiento transformante B
Kinasa regulada extracelularmente
Proteina kinasa activada por mitdgeno
Kinasa c-jun n-terminal

Polimorfo nuclear neutréfilo

Fluido crevicular gingival

Inhibidor tisular de metaloproteinasas
Acido etilendiaminotetracético

Medio de Eagle modificado por Dubecco
Suero fetal bovino

AlbUmina de suero bovina
horas



Resumen

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), entre ellas H,O,, son
liberadas durante la inflamacion crénica inducen la destruccion tisular por medio
de la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias y la activacion de
metaloproteinasas de matriz (MMP), en ocasiones involucrando la activacion de
la via de sefalizacion NF«kB. Si bien, los fibroblastos del ligamento periodontal
(FLP) regulan la homeostasis del periodonto, no se conoce el efecto de las ERO
sobre la sintesis y actividad de las MMPs y las vias de sefializacion

involucradas.

Objetivo: Evaluar la actividad de MMPs -2 y -9 en conjunto con la
participacion de la via NFkB en cultivos primarios de FLP humano tratados o no

con dosis subletales de H,0..

Metodologia: FLP fueron aislados y cultivados a partir de 14 terceros
molares sanos de 14 sujetos con indicacion de extraccion y expuestos a dosis
subletales de peréxido. La activacion de NFxB se determin6é mediante la
translocacion nuclear de la subunidad p65 en presencia de H,O, y/o SN50, un
péptido inhibidor de la subunidad p50 de la via NFxB y controles respectivos
mediante inmunofluorescencia. Los FLP fueron estimulados con dosis
subletales de H,0, (2,5-10 uM) por 24 h y/o SN50 como control negativo. Los
sobrenadantes fueron recolectados y procesados. La actividad de las proformas
y formas activas de MMP-2 y MMP-9 fueron determinadas mediante

zimografias en gelatina y evaluadas por densitometria. Los resultados fueron



expresados como unidades arbitrarias densitométricas (ua) por mg de proteinas
totales. Los resultados fueron analizados por medio del test estadistico ANOVA

con el software StataV11.1.

Resultados: La viabilidad celular se mantuvo en los grupos estimulados
con H,O, en dosis de 2,5-10 uM por 24 h. El H,O; indujo la translocacién
nuclear de NF«B. El porcentaje de activacion (% A) de MMP-9 fue mayor en el
grupo H,0,5 uM que en el grupo 5 yM/ SN50 (p=0,051); mientras que el % A
de MMP-2, aumenté significativamente en el grupo H,O, 5 uM comparado con
el control. La actividad de MMP-9 fue significativamente mayor en el grupo H,0,
2,5 UM comparado con el de 5 yM/ SN50 y el de 10 uM; mientras que la
actividad de MMP-2 aument6 significativamente en el grupo de 5 uM en

comparacion con el grupo control, 10 uM y el grupo de 5 yM + SN50.

Conclusiones: La actividad gelatinolitica de MMP-2 aumenta con dosis
subletales de H,0, (<10 uM), en parte via NFxB en FLP humano. La actividad
de MMP-9 en FLP humano, estéd regulada parcialmente por la via NF«xB. El
aumento en la actividad de MMP-2 inducido por H,O,, podria estar relacionado

con la destruccion de tejido en las enfermedades periodontales.
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Introduccién

El periodonto esta compuesto por el cemento radicular, ligamento
periodontal, hueso alveolar y la union dentogingival (1). El ligamento periodontal
es un tejido conectivo especializado situado entre el cemento que cubre la raiz
del diente y el hueso alveolar que tiene, entre otras funciones, dar apoyo a los
dientes en sus alvéolos, otorgar resistencia frente a las fuerzas masticatorias,
actuar como receptor sensorial y reservorio celular para la reparacion y
renovacion tisular (1, 2). Los tipos celulares predominantes en los tejidos
blandos del periodonto son los fibroblastos gingivales y los fibroblastos del
ligamento periodontal (FLP). Estos juegan un rol central en la homeostasis de

los tejidos periodontales y sus alteraciones patolégicas (2).

Las principales patologias caracterizadas por la destruccion del tejido
periodontal son la Periodontitis Cronica y la Periodontitis Apical Asintomatica
(PAa). Ambas se caracterizan por el desarrollo de una respuesta inflamatoria
cronica inducida por agentes bacterianos, donde el fendmeno caracteristico
corresponde a la reabsorcion 6sea alveolar. Los eventos involucrados en la
destruccién del periodonto implican una serie de interacciones complejas en el

balance de mecanismos degradativos enziméticos y no enzimaticos (3), tales



como la sintesis de especies reactivas del oxigeno (ERO), y metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs). Entre estas, las MMPs con actividad
colagenolitica (MMPs -1, -8 y -13) y gelatinolitica (MMPs -2 y -9) degradan
sinérgicamente el colageno tipo |, principal componente de la matriz extracelular
periodontal (4). En conjunto, estos mecanismos no solo inducen la lisis
bacteriana y activan a células del sistema inmune, sino que también provocan

pérdida 6sea y del ligamento periodontal (5-7).

Las ERO, tales como el anion superoxido (O,) y el peréxido de
hidrogeno (H,0,), provienen principalmente de las células fagociticas. Estos se
acumulan en los sitios inflamados y causan alteraciones en los tejidos, y a nivel

celular, involucrando el sistema de membranas celulares, proteinas y ADN (8).

Adicionalmente, las ERO pueden actuar como segundos mensajeros en
algunas vias de sefalizacion que median respuestas celulares como adhesion,
proliferacion, migracién, apoptosis e inflamacion, tanto en condiciones
fisiol6gicas como patoldgicas (9-11). Existe un aumento creciente de evidencia
gue relaciona a las ERO con la destruccion tisular durante las enfermedades

periodontales (8). Al respecto, se ha demostrado la existencia de un desbalance



en la actividad oxidante/antioxidante en pacientes con periodontitis cronica y

apical a favor de un estado pro-oxidante (12, 13).

Los FLP constituyen una poblacion celular heterogénea y normalmente
expresan un fenotipo osteoblastico, que incluye una alta actividad fosfatasa
alcalina (14). Sin embargo, bajo un ambiente proinflamatorio son capaces de
cambiar su fenotipo hacia uno secretor de factores osteoliticos, tales como
Interleuquina (IL) -1B, Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear kB
(RANKL) (15), y MMPs (3), y por otro lado, de reducir la actividad fosfatasa

alcalina (15).

Evidencia reciente sustenta un rol de las ERO sobre la pérdida 6sea
mediante dos potenciales mecanismos: 1) Supresion de la formacién ésea,
mediante la inhibicion de la diferenciacibn osteoblastica (16, 17) y 2)
Estimulacion la diferenciacion osteoclastica y la reabsorcion 6ésea mediante la
induccion de RANKL vy citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral - a (TNF-a), e induccion de la expresion y activacion de MMPs (11, 18-
20). Se ha reportado que las ERO pueden inhibir la diferenciaciéon osteoblastica
mediada por la via Wnt/B-catenina in vitro (17) y a la vez potenciar la secrecion

de mediadores inflamatorios osteoliticos (21). Particularmente, la exposicion a



H.O, aumenta la expresion y actividad de las MMPs osteoliticas -2, -9 y -13 en
células epiteliales y fibroblastos (11); Se ha propuesto que el H,O, puede actuar
como segundo mensajero estimulando la fosforilacion del complejo NF«kB/IkB,
que a su vez activa a NFkB, permitiendo la translocacion nuclear y facilitando la
unién de este factor de transcripcion a promotores de genes de citoquinas
proinflamatorias u osteoliticas, como IL-2, -6, -8, interferén-B (INF-B) y TNF-a
(22). Adicionalmente, las ERO son capaces de inducir la expresion y activacion
de las MMPs osteoliticas como las MMPs-13, -2y -9 (11, 18, 19, 23). Pese a la
evidencia que vincula a las ERO con la destruccion Osea asociada a las
enfermedades periodontales, hasta el momento no se ha evaluado el efecto de

las ERO sobre los FLP, ni su relacién con los niveles de MMPs osteoliticas.

Por este motivo, el proposito de este estudio es evaluar la actividad de
MMPs -2 y -9 en conjunto con la participacion de la via NFkB en cultivos

primarios de FLP humano tratados o no con H0O..



Marco Teérico

1. Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es tejido conectivo especializado situado entre el
cemento, que cubre la raiz del diente, y el hueso alveolar. Su grosor varia en
espesor desde 0,15 hasta 0,38 mm. Es un tejido conjuntivo bien adaptado y su
funcion principal es dar apoyo a los dientes en sus alvéolos y al mismo tiempo
otorgar resistencia frente a la fuerza masticatoria. Ademas, tiene la capacidad
de actuar como receptor sensorial para el correcto posicionamiento de la
mandibula durante la masticacion. El ligamento periodontal es también un
reservorio de células para la homeostasis de los tejidos periodontales durante la

reparacion y renovacion tisular (1, 2).

El ligamento periodontal esta formado por una poblacién heterogénea de
células que incluyen osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos, restos epiteliales
de Malassez, monocitos, macrofagos, células mesenquimales indiferenciadas,
cementoblastos y odontoclastos, y un compartimiento extracelular compuesto

predominantemente por matriz extracelular colagena (1).



Los tipos celulares predominantes de los tejidos blandos del periodonto
son los fibroblastos gingivales y del ligamento periodontal. Estos juegan un rol
central en el funcionamiento normal del periodonto y en alteraciones
patolégicas, siendo responsables de la sintesis y recambio de la matriz
extracelular del tejido periodontal (14, 24). Aunque ambos comparten una
morfologia fusada, expresion de vimentina y sintesis de colageno y fibronectina,
existen diferencias cualitativas y cuantitativas en su tasa de produccién de
colageno, proteinas de matriz extracelular, actividad fosfatasa alcalina y
respuesta a patdégenos periodontales como Porphyromonas gingivalis,
indicando que poseen funciones distintas (24, 25). Variados estudios en cultivos
celulares derivados de ligamento periodontal humano han demostrado que los
FLP poseen propiedades heterogéneas con caracteristicas tipo fibroblasto y tipo
osteoblasto (24, 26). El fenotipo osteoblastico de los FLP se evidencia en la alta
actividad de la enzima fosfatasa alcalina, sensibilidad a la hormona paratiroidea,

produccion de osteocalcina y formacion de nédulos de fosfato de calcio (14).

Los FLP son capaces de diferenciarse en células de linaje osteoblastico
0 cementoblastico y por tanto son esenciales en la mantencion de la integridad
de los tejidos periodontales y su recambio (15). Recientemente, se han descrito

marcadores fenotipicos de FLP como periostina, Runx2 (27), proteina de unién



a cemento (28), molécula de adhesién neural-1 (NCAM-1) (29), proteina de
cemento-23 (30), esclerotina (31), proteina asociada al ligamento periodontal
(PLAP)-1/asporina (32), proteina especifica del ligamento periodontal (PDLs-17)
(14) y proteina de unién a calcio S100A4 (29), entre otros (14). Existe evidencia
creciente que comprueba que las células residentes del periodonto de pacientes
sanos o enfermos, responden de forma distinta a las bacterias patogénicas.
FLP de pacientes con periodontitis presentaron una mayor expresion de RNA
mensajero del receptor tipo Toll — 1 (TLR-1), -4, -17 y el cluster de
diferenciacion -14 (CD14) antes y después de la estimulacion con
Porphyromonas gingivalis. Ademas, pacientes que presentaron deteccion
positiva de Porphyromonas gingivalis en sitios periodontales tuvieron una mayor
respuesta in vitro de FLP frente a Porphyromonas gingivalis que los FLP de

pacientes donde no se detecto (33).

Los procesos infecciosos crénicos en el periodonto inducen la activacion
de la respuesta inmunoinflamatoria, caracterizada por un balance pro-oxidante,
sintesis de citoquinas proinflamatorias y MMPs osteoliticas como MMP-2 y -9,
gue pueden afectar el fenotipo de los FLP y su funcién (15). Se ha descrito que
en presencia de citoquinas proinflamatorias como IL-1B 'y MMPs

colagenoliticas, tales como la MMP-13, los FLP sufren cambios fenotipicos,



pierden sus caracteristicas tipo osteoblasto y expresan genes asociados a

actividades catabdlicas (25, 33-35).



2. Etiopatogenia de las enfermedades de los tejidos de soporte

dentario.

Las enfermedades mas prevalentes que afectan al tejido de soporte
dentario corresponden a la periodontitis apical asintomética (PAa) y periodontitis
cronica. La PAa es altamente prevalente en la poblacion chilena, si bien no
existen estudios epidemioldgicos al respecto, se ha descrito que representan un
99,45 % de las biopsias de tejido periapical recibidas en el Instituto de
Referencia de Patologia Oral, IREPO, de la Universidad de Chile en el afio
2005 (36). Su causa mas frecuente corresponde a caries dental no tratada y

conduce frecuentemente a la pérdida dentaria (37).

La PAa se inicia como una inflamacion del ligamento periodontal apical y
del tejido 6seo circundante a causa de la colonizacion bacteriana y necrosis de
la pulpa dentaria. Se caracteriza por la formacién de una lesion periapical (LPA)
gue puede corresponder a un granuloma periapical (GP) o a un quiste radicular
inflamatorio (QRI) (5, 38). El GP, histolégicamente estd compuesto por tejido de
granulacion, es decir infiltrado inflamatorio y tejido conjuntivo vascular. Si el
estimulo inflamatorio persiste, puede gatillar la proliferacion de los restos
epiteliales de Malassez hasta formar un QRI, que esta formado por una cavidad

quistica delimitada por epitelio (37). El infiltrado inflamatorio perirradicular



asociado a las LPAs contiene linfocitos T, B, plasmocitos, mastocitos, células
Natural Killer y macrofagos; siendo éstos ultimos fundamentales en el desarrollo

de estas lesiones (39).

De modo similar a la PAa, la periodontitis cronica forma parte de un
grupo heterogéneo de enfermedades inflamatorias de naturaleza infecciosa,
cuyo agente etioldgico principal es el biofilm bacteriano subgingival que coloniza
el surco gingivo-dentario (40). En un estudio realizado en Chile el afio 1996 se
estimoO que su prevalencia en la poblacién adulta entre los 35 y los 44 afios era
de un 90,89 % y entre los 65 y los 74 afios era de un 100 % (41). La
periodontitis crénica es asintomatica en estados iniciales, sin embargo su
progresion lleva a la migracion apical del epitelio de union con formacién de un
saco periodontal y pérdida de tejido de soporte dentario, generando movilidad
de los dientes y posterior pérdida dentaria (42). La periodontitis cronica esta
caracterizada por la destruccion de tejido de soporte dentario (hueso alveolar,
ligamento periodontal y cemento radicular) y estda modulada en parte por la
respuesta inmunoinflamatoria del hospedero (42).

En resumen, tanto en periodontitis cronica como en PAa, el infiltrado
inflamatorio en conjunto con las células residentes del hospedero secretan

mediadores inflamatorios, citoquinas, MMPs y ERO. Se sabe que estos



mediadores causan destruccion de los agentes bacterianos; sin embargo
cuando la carga bacteriana sobrepasa la capacidad defensiva del hospedero y

de los tejidos colindantes, inducen la destruccion del tejido de soporte dentario.



3. Rol de las MMPs en la destruccion de los tejidos de soporte

dentario.

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de Zinc y
Calcio que tienen como funcion principal la degradacion de la mayoria de las
proteinas de matriz extracelular durante la organogénesis, crecimiento y
recambio normal del tejido. Son producidas en forma latente por numerosos
tipos celulares que incluyen leucocitos, fibroblastos, osteoblastos, queratinocitos
y células endoteliales. El desbalance en la expresion o actividad de las MMPs
se ha relacionado con procesos patolégicos asociados con la degradacion
excesiva de la matriz extracelular como la artritis reumatoide, enfermedades

vasculares, periodontitis crénica (43) y PAa (38), entre otras.

Se han descrito 24 genes distintos que codifican para miembros de las
MMPs y se clasifican segun su estructura y especificidad de sustrato. La
mayoria de las MMPs requieren de un dominio catalitico conservado que
incorpora un propéptido para mantener su estado latente, un péptido sefial que
dirige su sintesis y un dominio hemopexina C-terminal que contribuye a la
especificidad de sustrato y a las interacciones con sus inhibidores enddgenos.

Las MMPs se dividen en 6 grupos: colagenasas (MMPs -1, -8 y -13),



gelatinasas (MMPs -2 y -9), estromelisinas (MMPs -3 y -10), matrilisinas (MMPs
-7y -26), MMP transmembrana (MT-MMPs -14, -15, -16 y -24) y otras (MMPs -

12,-17, -19, -20, -22, -23, -25, -27) (44).

La regulacién de las MMPs en los tejidos se da fundamentalmente a 3
niveles: transcripcional, activacion proenziméatica y a nivel de la inhibicion de la

actividad enzimatica (45).

- Nivel transcripcional: A nivel transcripcional las MMPs son reguladas por una
gran variedad de agentes que incluyen factores de crecimiento, hormomas,
citoquinas, productos oncogénicos, agentes quimicos y ERO. EIl factor de
crecimiento transformante - B (TGF-B), el acido retinoico y los
glucocorticoides son supresores de la expresion de MMPs. Las vias de
transduccion de sefales involucradas en la regulacién transcripcional de
estas enzimas incluye a una kinasa regulada extracelularmente (ERK), y a

una kinasa activada por mitégeno p38 (MAPK) (46).

- Activacion proenzimatica: Para ser activadas, las MMPs requieren de la
remocién proteolitica del propéptido amino-terminal o bien la modificacion

conformacional del prodominio y su posterior disociaciéon en la interaccién



Zn*-cisteina (47). In vitro, la activacién de las MMPs puede darse con
agentes como tioles, compuestos mercuriales, ERO, agentes
desnaturalizantes, pH elevado y altas temperaturas. In vivo las proenzimas
son activadas por cascadas proteoliticas tisulares, plasmaticas o

provenientes de bacterias oportunistas.

- Inhibidores: La activacion proteolitica de las MMPs es regulada mediante
inhibidores enddgenos como la a-2 macroglobulina, que bloquea la actividad
de estas enzimas en el plasma y fluidos corporales (48). También pueden
ser inhibidas en forma especifica por los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPS) (4, 43) y por inhibidores exdgenos o sintéticos
como el &cido etilendiaminotetracético (EDTA) y la 1,10 fenantrolilna,

quelantes de Ca*?y Zn*? (49, 50).

Estudios recientes han demostrado que ademas de la degradacion de matriz
extracelular, las MMPs juegan un rol importante en la regulacion de la respuesta
inmune, ya que pueden procesar moléculas bioactivas, tales como receptores
de membrana, citoquinas, hormonas, defensinas, moléculas de adhesion,

factores de crecimiento y otras MMPs (45). Debido a que el colageno tipo |



corresponde al constituyente principal de la matriz extracelular periodontal, las
MMPs con actividad colagenolitica (MMPs -1, -2, -8, -9 y -13) presentan un rol
fundamental en la patogenia de las enfermedades periodontales. Entre las mas
importantes, se describen la MMP-8, -9 y-13, mientras que la MMP-1 se asocia

mas bien al recambio fisiol6gico de la matriz periodontal (4).

En las enfermedades periodontales se ha identificado un aumento de la
expresion y actividad de MMPs -2 y -9, en conjunto con MMP-13. Estas MMPs
estan involucradas en la reabsorcién 6sea por mecanismos que aun no estan
claramente identificados (4, 51). Los productos de protedlisis de MMP-13 a
partir del colageno tipo | se desnaturalizan espontaneamente a gelatina a
temperatura ambiente y son susceptibles a la degradacion por las MMPs -2 y -9
(Gelatinasa A y B, respectivamente). MMP-2 (colagenasa tipo IV de 72 kDa,
gelatinasa A) y MMP-9 (colagenasa tipo IV de 92 kDa, gelatinasa B) degradan
el colageno tipo 1V, regulando la remodelacién de las membranas basales y la
degradacion de gelatina luego del clivaje de las moléculas de colageno por las
colagenasas intersticiales (MMP-1, -13, -18) (52). Adicionalmente, se ha visto
gue la MMP-13 esta involucrada en el inicio y progresién de la reabsorcién dsea
patolégica (3, 53) y podria disminuir la diferenciacion osteoblastica en conjunto

con el fenotipo fosfatasa alcalina- mediada por osterix (Osx)(34).



Estudios previos han demostrado que los patdégenos periodontales
pueden mediar la degradacion del tejido conectivo a través de la produccion de
antigenos que estimulan la produccidon de citoquinas por neutréfilos y
macrofagos circulantes. Estas citoquinas pueden inducir la sintesis de MMPs en
las células residentes de los tejidos periodontales iniciando la degradacion

tisular (54).

Las MMPs producidas por las células residentes e infiltrantes del
periodonto pueden ser inducidas por IL-1 y EMMPRIN, un miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas que tiene un efecto inductor de MMPs
(55). En un estudio reciente, se observé que los FLP expresan niveles basales
de RNA mensajero y de proteinas para MMP-2 e inductor extracelular de
MMPs. Bajo estimulo directo de IL-18, la expresion de MMP-2 aumenta, sin la
mediacién del inductor extracelular de MMPs (56). Ademas se ha detectado que
en cultivos tisulares de gingiva inflamada hay mayores niveles y actividad de

MMP-2 que en los de tejidos sanos (57).

En el caso de MMP-9, se ha detectado su presencia en el epitelio de

unién y epitelio del saco periodontal, en los neutrofilos polimorfonucleares



(PMN) y en forma variable, en el tejido conectivo de sitios con enfermedad
periodontal (58). También se ha observado un aumento en el fluido gingival
crevicular (FCG) de pacientes con periodontitis crénica y se ha propuesto que la
cascada de activacion compuesta por las MMPs-2, -9 y -13 podria representar
un mecanismo de amplificacion de la destruccién periodontal durante la

periodontitis cronica (59).

De modo similar se ha observado que los FLP humanos secretan MMP-2
y -9, y que MMP-2 puede ser sobreexpresada por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e IL-1a, sugiriendo que el
aumento en la produccion de MMP-2 en FLP estimulados con patdgenos
periodontales puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad periodontal

(60).



4. Rol de las ERO en la destruccion de los tejidos de soporte

dentario.

Las ERO son generadas como subproductos en los procesos
metabolicos de todos los organismos aerdbicos (61). En condiciones
fisiologicas, los sistemas de defensa antioxidantes protegen a la célula y a los
tejidos del desbalance oxidativo. Cuando la generacion de ERO excede la
capacidad de los sistemas antioxidantes se produce dafio a los constituyentes

celulares como ADN, lipidos, proteinas y azucares (61, 62).

Las ERO comprenden el anién superdxido (Oy), el radical hidroxilo (OH"),
el 6xido nitrico (NO"), y los derivados no radicales del oxigeno como el peroxido
de hidrégeno (H20,) y el acido hipocloroso (HOCI). Estas se han asociado con
la destruccion de tejidos de soporte dentario en las enfermedades periodontales
(22). Los principales productores de ERO durante la periodontitis son los
fagocitos activados; PMN y macrofagos producen grandes cantidades de ERO
a través de la NADPH oxidasa (62), con el objetivo de eliminar los agentes
bacterianos (22). Se ha reportado que los pacientes con enfermedades
periodontales presentan un aumento del nimero y la actividad de los PMN (63).

De modo similar, se ha visto que individuos con periodontitis cronica presentan



un incremento en la actividad de enzimas productoras de ERO (22). Patégenos
periodontales como Fusobacterium nucleatum no s6lo aumentan la produccion
intracelular de ERO en los PMN, sino que también su liberacion extracelular
(64). Otros estudios han demostrado que los PMN presentes en el FCG de
pacientes con periodontitis cronica aumentan su produccion de ERO en
comparacion con sujetos sanos (65, 66) y se han asociado los niveles de
peroxidacion lipidica causada por derivados del oxigeno con la intensidad de la
inflamacion y la destruccion tisular en FCG de pacientes con periodontitis

cronica (67).

Se ha postulado que la actividad osteolitica de las ERO podria ejecutarse
de dos formas:1l) la supresion de la formaciébn o6sea y diferenciacion
osteoblastica, y 2) la estimulacién de la reabsorcion 6sea y diferenciacion
osteoclastica (11, 17). Por esto, la activacion de los fagocitos durante los
procesos inflamatorios podria jugar un papel clave en la pérdida de tejido de

soporte periodontal.

Existe evidencia creciente que sugiere que las ERO y particularmente el
H.,O,, ademas de producir dafio celular directo en células tipo osteoblastos y

sus precursores, es capaz de inhibir la diferenciacion osteoblastica mediada por



la via Wnt/B-catenina, y por tanto, la actividad de la fosfatasa alcalina y
produccion de colageno en osteoblastos (18). Adicionalmente, se ha detectado
gue induce una reduccion del factor osteoprotector osteoprotegerina (OPG) (16,

17, 68, 69).

El H,O, también puede actuar como segundo mensajero estimulando la
fosforilacion del complejo NFxB/IkB, activando a NFkB, permitiendo la
translocacion nuclear y facilitando la unién de este factor de transcripcion a
promotores de genes de citoquinas proinflamatorias u osteoliticas, tales como
IL-2, -6, -8, interferon-B y TNF-a (Figura 1) (22). Estos, a su vez, inducen la
produccion de citoquinas como IL-1B8 e IL-8 en FLP y fibroblastos gingivales
tratados con LPS bacteriano (15, 35). Adicionalmente, estudios recientes han
demostrado un rol de las ERO como inductoras de la expresion y activacion de
MMPs osteoliticas, tales como MMPs-13, -2 y -9 (11, 18, 19, 23).
Particularmente, IL-1B y TNF-a, y MMPs pueden actuar sinérgicamente,
inhibiendo la diferenciacion osteoblastica y estimulando la osteoclastogénesis y
reabsorcibn 6sea. También se ha observado que el tratamiento con H,0,
aumenta la produccion de IL-8 en FLP en concentraciones bajas proponiendo
que en los FLP el H,O, actia como un inductor de IL-8 en bajas

concentraciones y como un factor citotoxico a concentraciones superiores.



Ademas, se ha descrito que el H,O, actla, en parte, por medio de las vias de
sefalizacion ERK, MAPK y kinasa c-Jun N terminal (JNK) para la induccion de

IL-8 en FLP (70).
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Figura 1: Diagrama de las vias canonica y no canoénica de activaciéon de NF«B.

Los dimeros de NFkB se encuentran unidos a proteinas regulatorias IxB, que
secuestran los complejos inactivos al citoplasma. Distintos estimulos inducen la
degradacion de IkB por medio de la fosforilacion del complejo IKK (IKKay By la
subunidad regulatoria NEMO). 1kB fosforilado es ubiquitinado y posteriormente
degradado, liberando asi los dimeros de NFxB para su translocacion nuclear.
La via canonica es inducida por estimulos fisiologicos, mientras que la via no

canonica es inducida por algunas citoquinas de la familia TNF.




De modo similar a los osteoblastos, bajo un ambiente inflamatorio, los
FLP son capaces de sintetizar citoquinas y MMPs osteoliticas e inhibir su
fenotipo osteoblastico (3, 15). TNF-a, IL-18 pueden disminuir la funcion
osteogénica en FLP (15), y a su vez inducir aumentos en la expresion de MMP -
1,-3y-13 (3, 71). Estudios in vitro han demostrado que la estimulacion de PMN
por Fusobacterium nucleatum produce un aumento en la produccion de ERO y
con esto, la estimulacion de la expresiéon de citoquinas osteoliticas como TNF-q,

IL-1B, IL-.8 y RANKL (11).

Ademas, se ha observado que los fibroblastos gingivales estimulados
con LPS, aumentan la produccién de citoquinas inflamatorias y MMP-2 por
medio del incremento en la produccion de ERO. Asi, la activacion de las vias
MAPK y JNK, relacionadas con el aumento de citoquinas y MMP-2 son

reguladas por el estado oxidativo inducido por LPS, no asi la via NFkB (72).

Debido a la asociacion existente entre el estimulo producido por las ERO
y la secrecién y activacion de MMPs osteoliticas en la patogenia de las
enfermedades periodontales, el objetivo de este trabajo es evaluar la actividad
de MMPs -2 y -9 en conjunto con la participacion de la via NFkB en cultivos

primarios de FLP humano tratados o no con H,0..



Hipotesis

El H,O, aumenta la actividad de las MMPs -2 y -9 en FLP humano, efecto

mediado al menos en parte, via NF«B.



Objetivo General

Evaluar la actividad de MMPs -2 y -9 en conjunto con la participacion de
la via NFxB en cultivos primarios de FLP humano tratados o no con dosis

subletales de H,0O..



Objetivos Especificos

1. Caracterizar los cultivos primarios de FLP humano.

2. Determinar el efecto del H,O, en funcién del tiempo y concentracion

sobre la viabilidad de los cultivos primarios de FLP humano.

3. Determinar el efecto del H,O, sobre la activacion de la via de

sefalizacion NF«B.

4. Determinar el efecto del H,O, y de la inhibicion de NFkB sobre la

actividad de MMPs -2 y -9 en cultivos primarios de FLP.



Materiales y Método

1. Seleccion de los sujetos de estudio.

El estudio realizado fue de caracter experimental in vitro. Se obtuvieron
cultivos primarios de FLP humano de pacientes que asistieron a la clinica de
Cirugia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile en el periodo
2009-2010. Se incluyeron sujetos con indicacion de extraccion de terceros
molares sanos. Los antecedentes generales y clinicos de los pacientes se
registraron en una ficha clinica disefiada con este propdésito (Anexo 1).

Los criterios de inclusion para los sujetos fueron:

Pacientes con indicacion de extraccioén de terceros molares sanos.

Dientes erupcionados con formacién radicular completa.

Mayores de 18 afios.

Sistémicamente sanos

Los criterios de exclusion fueron:



e Tratamiento con antibidticos, y/o antiinflamatorios no esteroidales en los

3 meses previos al procedimiento.

e Embarazo.

En forma previa al procedimiento de extraccion dentaria, los sujetos
fueron informados sobre el estudio y firmaron un consentimiento informado. El
protocolo de investigacion fue aprobado previamente por el Comité institucional
de Etica de la Facultad de Odontologia Universidad de Chile y de la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica CONICYT/FONDECYT

(Anexo 2).

Se obtuvo el ligamento periodontal de 14 terceros molares de 14
pacientes. La muestra estuvo conformada por 10 mujeres y 4 hombres,

mientras que el promedio de edad fue 23,5 afios.



2. Obtencién de FLP humanos.

La metodologia de obtencion y cultivo de FLP a partir de terceros
molares se realizé segun la técnica de explante (73). Luego de realizar las
exodoncias, las muestras fueron lavadas dos veces con medio de biopsia estéril
Dubecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, Invitrogen Co., Carsbald,
California, USA) alto en glucosa y glutamina, suplementado con 100 Ul/ml de
penicilina (HyClone Laboratories Inc., South Logan, Utah, USA), 100 ug/ml de
estreptomicina (HyClone Laboratories Inc., South Logan, Utah, USA), 250 pug/ml
de gentamicina, 5 pg/Lt de anfotericina (HyClone Laboratories Inc., South
Logan, Utah, USA) y 10% de suero bovino fetal (SBF) (HyClone Laboratories
Inc., South Logan, Utah, USA) por 30 segundos y se almacenaron en 4 ml de
medio de biopsia. Posteriormente, en ambiente estéril, se extrajo el ligamento
periodontal ubicado 3 mm bajo el limite amelo-cementario y 1 mm sobre el area
apical. Este fue adherido a un cubre objeto circular de 25 mm en una placa petri
de 35 mm, donde se agregé medio de biopsia para luego ser incubado en una

atmosfera himeda con 5% de CO, a 37°C.

Al cabo de 24 h el medio de biopsia fue sustituido por medio de cultivo

(DMEM alto en glucosa y glutamina, suplementado con 100 Ul/ml de penicilina,



100 mg/ml de estreptomicina, y 10% de SBF) y las placas fueron incubadas en
las condiciones anteriormente expuestas. Cuando los cultivos alcanzaron la
confluencia se realiz6 la digestion del cultivo con tripsina (0.08% de tripsina y
0.04% de acido etilendiaminotetracético [EDTA]; GIBCO, Invitrogen Co.,
Carsbald, California, USA) a pH 7,2 y se procedié a resembrar 2 x10° células en
nuevas placas petri de 100 mm. Se utilizaron cultivos primarios entre pasajes 6-
7. Parte de las células y el sobrenadante obtenido se congelaron a -80°C para

Su posterior uso.



3. Caracterizacion de cultivos primarios de FLP humano.

3.1 Anaélisis citolégico e inmunofluorescencia.

La caracterizacion de FLP se realiz6 mediante analisis morfolégico,
inmunofluorescencia y deteccion de la actividad de fosfatasa alcalina. Los
aspectos morfolégicos de los cultivos primarios de FLP se observaron en un
microscopio con contraste de fases, donde se evalu6 su morfologia y tasa de

crecimiento (Carl Zeiss Inc., Microimaging, Thornwood, New York, USA).

Para el analisis fenotipico mediante inmunofluorescencia, los extendidos
celulares se fijaron en formaldehido al 4% por 15 min a 4°C, para luego
permeabilizar las células con Triton X-100 (GIBCO, Invitrogen Co., Carsbald,
California, USA) al 0,2% por 5 minutos, blogueando finalmente con BSA al 3%
(GIBCO, Invitrogen Co., Carsbald, California, USA) a 4°C para evitar union del
anticuerpo a proteinas inespecificas. Luego, los preparados fueron incubados
toda la noche con anticuerpos monoclonales primarios diluidos en BSA 3% anti-
vimentina 1:100 (Novocastra Lab. Ltd., New Castle, UK) y anti-periostina 1:100
(Merck KGaA, Calbiochem, Darmstadt, Alemania) para identificar FLP, y anti-

pancito queratina 1:100 (Novocastra Lab. Ltd., New Castle, UK) para descartar



la presencia de células epiteliales. Al cabo de 24 h se agregd el anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 448 (Sigma Aldrich Co., LLC, USA) en BSA al
3% por 2 h con azul de Hoestch (Sigma Aldrich Co., LLC, USA) para la tincién
de nucleos y Rodamina Phalloidina (Sigma Aldrich Co., LLC, USA) para a-
actina. Las placas fueron examinadas en un microscopio confocal (Carl Zeiss

Inc., Microimaging, Thornwood, New York, USA).

3.2 Actividad fosfatasa alcalina de FLP.

La actividad de fosfatasa alcalina fue medida en FLP bajo estimulo de
diferenciacion osteoblastica, sin estimulo de diferenciacién osteoblastica y en
fibroblastos gingivales usando un ensayo comercial segun las instrucciones del
fabricante (Sensolite, ©AnaSpec, Inc. Fremont, California, USA). Este ensayo
utiliza un anticuerpo que se une a la fosfatasa alcalina y la adicion de un
sustrato colorimétrico llamado p- nitrofenil fosfatasa (pNPP) que al ser
desfosforilado vira a amarillo y puede ser leido a 405 nm. Los cultivos celulares
fueron lavados con buffer Tris HCI a pH 9.2 y luego con buffer de
permeabilizacion (Tris, MgCl, y digitonina) e incubados 10 minutos a 37°C. A

continuacion, se adicion6 una solucion de sustrato para fosfatasa alcalina (50



Mm de buffer Tris, 1uM MgCl, y 3 mg/ml de pNPP). Las células fueron
incubadas a temperatura ambiente por 30 min en agitacion constante y se
determiné la absorbancia con un lector de ELISA a 405 nm. Los resultados
fueron expresados en ng de pNPP metabolizado (actividad de fosfatasa

alcalina).

3.21 Diferenciacion osteoblastica

En forma previa a su utilizacion en las distintas condiciones
experimentales, los cultivos primarios de FLP fueron desprovistos de suero por
24 h y mantenidos con medio DMEM sin color. Luego de 24 h las células fueron
lavadas e incubadas en DMEM libre de suero con o sin 50 mg/ml de &cido
ascoérbico y 10 nM de dexametasona; este medio de cultivo osteogénico se
sustituyé posteriormente cada 24 h. Tras 5 dias se evalu6 la morfologia celular
por medio de un microscopio Optico y se midié la actividad fosfatasa alcalina
usando un ensayo comercial, segun instrucciones del fabricante (Sensolyte,

©AnaSpec Inc., Freemont, California, USA).



4. Viabilidad celular y determinacion de dosis-tiempo de

exposicion a peréxido de hidrégeno.

Para determinar la dosis y tiempo de exposicion subletal con peroxido de
hidrogeno en los cultivos primarios, FLP fueron sembrados a una densidad de 6
x 10° células por pocillo y tratados con distintas concentraciones de H,O, (1-
1000 puM) por 24, 48 y 96 h en DMEM con y sin SBF 10%. Luego de 24 048 h
de tratamiento, el medio condicionado fue reemplazado por DMEM sin SBF por
otras 24 h. La viabilidad celular se determind por medio de la exclusién con Azul
de Tripan y el ensayo comercial Celltitter 96 AQeus (Promega, Madison,

Wisconsin, USA).

4.1 Azul de Tripan

Esta técnica consiste en la discriminacion visual en una camara de
Neubauer de células viables y no viables segun el grado de penetracion de la
tincion azul de tripdn en el citoplasma celular. Brevemente, las células fueron
trispsinizadas mediante la técnica anteriormente descrita y resuspendidas en 10
ml de medio de cultivo. A partir de esta dilucion se tomaron 400 ul del tubo de

cultivo. Para determinar el nimero celular se tomaron 20 ul de suspension y 20



pul de azul de tripan que se repipetearon y depositaron en la camara de
Neubauer. En este punto se realizé el conteo de las células que mantuvieron
sus caracteristicas birrefringentes en el campo estudiado. Este procedimiento
se repitio dos veces y se realizé un promedio del recuento obtenido, que por

una formula simple se tradujo en células viables por ml de medio de cultivo.

4.2 Ensayo celltitter ®.

Este ensayo colorimétrico permite determinar el nimero de células
viables por medio de los compuestos de tetrazolio [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5 -
(3 - carboximetoxifenil) -2 - (4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, (MTS) y un reactivo de
union a electrones metasulfato fenazina (PMS). EI MTS es reducido por las
enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células metabolicamente
activas que forman azul de formazan. El formazéan es un producto soluble en
medio de cultivo, que puede ser medido mediante espectrofotometro a 490 nm
directamente de una placa de 96 pocillos. Esta absorbancia es directamente

proporcional a las células metabdlicamente activas presentes en el cultivo.

Brevemente, los FLP fueron sembrados una densidad de 5 x 10 ° células

en una placa de 96 pocillos en las distintas condiciones a evaluar.



Posteriormente, las muestras fueron incubadas con la solucion de tincion a 37°
C en una atmosfera con 5 % de CO; por 4 h y luego se adicionoé la solucién de
detencion de la reaccion. Al cabo de 1 h se midid la absorbancia de las

muestras en un espectrofotometro a 492 nm corregida con 630 nm.



5. Translocacién nuclear NFxB.

Para evaluar el efecto del H,O; en la activacion de la via de NFkB, se
determind la localizacion celular de la subunidad p65 de NFkB en extendidos
celulares mediante inmunofluorescencia. Las células fueron tratadas por 24 h
con concentraciones subletales de H,O, determinadas previamente (10, 5y 2,5
UM por 24 h). Ademas se adicion6 un control positivo correspondiente a LPS de
Escherichia coli (Sigma Aldrich Co., LLC, USA) 2 pg/ml y se incluyeron los
siguientes controles: sin adicion de H,O,, con H,0, (5 uM) mas catalasa (Sigma
Aldrich Co., LLC, USA) 100 Ul/ml, con H,0O; (5 uM) mas el péptido inhibidor de
translocacion de NFkB, SN50, a una concentracion final de 18 uM segun
indicaciones del fabricante (Merk Bioscinece, Calbiochem, Darmstad, Alemania)

y LPS 2 pg/ml mas SN50 18 puM.

Luego de 24 h las células se fijaron en formaldehido al 4% por 20 min a
4°C, para luego permeabilizar los extendidos celulares con glicina 100 uM por
10 min y Tritdn X-100 al 0,1% por 10 minutos y se bloguearon con BSA al 3% a
4°C por 20 min para evitar unién del anticuerpo a proteinas inespecificas. Los
extendidos celulares se incubaron toda la noche con anticuerpos monoclonales

primarios anti-p65 diluido en BSA 3% en una concentraciéon 1:50 (Cell Signal



Technology, Inc., Beverly, MA, USA). Al cabo de 24 h se agreg0 el anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 448 (Sigma Aldrich Co., LLC, USA) en BSA al
3% por 2 h con Rodamina Phalloidina 1:500 para a-actina (Sigma Aldrich Co.,
LLC, USA). Las placas se examinaron en un microscopio confocal (Carl Zeiss

Inc., Microimaging, Thornwood, New York, USA).



6. Determinacién de actividad de MMPs -2 y -9 y su asociacién

con la via NFkB.

Para determinar el efecto del H,O en los niveles de actividad de MMPs,
los FLP fueron sembrados a una densidad de 6 x 10° células por pocillo. Tras
lavar, las células se incubaron en DMEM con SFB 10% méas H,O, en las
condiciones subletales determinadas (10, 5y 2,5 uM por 24 h o con DMEM con
SFB 10% sin H,0,). Para evaluar la influencia de la via NFkB sobre la actividad
de las MMPs -2 y -9 se utiliz6 ademéas un control con H,O, (5 pM) més la
adicion de SN50 18 uM, segun indicaciones del fabricante. Luego de 24 h el
medio condicionado fue reemplazado por DMEM sin SBF 10%. El medio
obtenido fue recuperado y almacenado a -80° C hasta su andlisis posterior. Con
el sobrenadante obtenido se analizaron mediante zimografia en gelatina la
actividad de la pro forma, forma activa y el porcentaje de activacion (% A) de
MMP-2 y -9. El porcentaje de activacion se defini6 como la relacion entre la
actividad de la forma activa de la MMP versus la actividad de la sumatoria de la

forma activa y la proforma. Los resultados se estandarizaron por pug de proteina.

6.1 Concentracion de proteinas totales en los

sobrenadantes de FLP



La concentracion de proteinas totales fue establecida mediante la técnica
de Bradford. Este método determina la concentracion de proteinas totales de
una muestra extrapolandola a partir de una curva de BSA, mediante un
colorante hidrofébico que en presencia de acido fosférico exhibe un color café y
que al reaccionar con proteinas genera un color azul intenso. La absorbancia

proyectada fue medida en un espectrofotémetro a 595 nm.

Brevemente, se determind una curva inicial con distintas diluciones de
albimina BSA. Posteriormente, se tomaron 50 pl de cada muestra y 50 pl de
PBS que se mezclaron con 900 pl de reactivo de Bradford y la reaccion se
analizé mediante espectrofotdmetro a 595 nm. Las mediciones obtenidas fueron
comparadas con la curva de BSA y se determiné la concentracion de proteinas

de cada muestra (ug/ul) en base a la curva estandar.

6.2 Zimografia en gelatina

La actividad de las MMPs -2 y -9 y sus porcentajes de activacion

respectivos fueron analizados mediante zimografia en gelatina. Brevemente,



alicuotas de sobrenadantes del grupo experimental tratado con H,O, y del
grupo control se corrieron en geles SDS/PAGE de ABA al 10% en condiciones
desnaturalizantes no reductoras, utilizando como sustrato gelatina 1 mg/ml.
Tras la electroforesis los geles se lavaron 2 veces en Triton X-100 al 2,5% para
remover el SDS y se incubaron en tampén Tris 20 mM a pH 7.4 y CaCl, 5 mM
para desarrollar la actividad enzimatica. Posteriormente, los geles fueron
tefidos con azul brillante de Coomassie R-250 y destefiidos con solucion de
acido acético 10% y metanol 20%. La actividad gelatinolitica fue detectada

como bandas destefiidas o semitransparentes en un fondo azul.

6.3 Analisis densitométrico.

Los geles fueron escaneados y cuantificados utilizando el programa “Un-
Scan-it Gel Automated Digitizing System” (Silk Scientific, Inc., Utha, USA). Se
evaluaron las bandas gelatinoliticas correspondientes a las proformas y a las
formas activas de las MMPs -2 y -9. Los valores de la densidad integrada fueron
expresados en unidades arbitrarias correspondientes a unidades de

densitométricas arbitrarias (ud)/ug de proteinas.

7 Anélisis de los Resultados



El analisis de los resultados obtenidos fue realizado utilizando el software
STATA v1l. La distribucion de la muestra fue determinada por medio del Test
Shapiro Wilk. La viabilidad celular segun suplementacién con SBF 10% se
analizé mediante Test T no pareado. Se utilizd la prueba ANOVA vy analisis
post-hoc de Bonferroni para comparar la actividad fosfatasa alcalina, viabilidad
de FLP segun concentracion de peréxido y tiempo de tratamiento,
concentracion de proteinas totales y actividad de MMPs para los distintos

grupos experimentales y controles con un nivel de significacion <0,05.



Resultados

1. Caracterizacion de cultivos primarios de FLP humano

1.1 Caracterizacion morfolégica y de proteinas del citoesqueleto

Se obtuvieron células de morfologia fusada tipo fibroblasto que no
demostraron  inhibicibn  del  crecimiento al  contacto. Mediante
inmunofluorescencia se demostré inmunopositividad para vimentina, a-actina,
periostina; por lo tanto las células cultivadas fueron consideradas compatibles
con FLP. Ademas, hubo inmunonegatividad para pancitoqueratina. De este

modo se descarté contaminacién con células epiteliales (Figura 2).



Figura 2. Caracterizacion fenotipica de FLP. Localizacion de (A) vimentina,
(B) a-actina, (C) colocalizacién de vimentina y a-actina, (D) periostina, (E)

colocalizacién de periostina y a-actina y (F) pancitoqueratina en FLP.



1.2. Actividad fosfatasa alcalina en FLP.

Se detectd actividad fosfatasa alcalina en fibroblastos gingivales y FLP
con/sin induccién osteoblastica. Al comparar la actividad fosfatasa alcalina entre
los grupos analizados, la mayor actividad se observdé en FLP con induccién
osteoblastica mientras que se detectd una tendencia hacia una mayor actividad
de fosfatasa alcalina basal en FLP que en fibroblastos gingivales; aunque estas

diferencias no fueron significativas (p>0,05) (Tabla 1).

Tabla 1: Actividad de fosfatasa alcalina en FLP y fibroblastos gingivales.

FLP con FLP sin
Fibroblastos
induccién induccién
gingivales p
osteoblastica osteoblastica
(n=3)
(n=3) (n=3)
pNPP
metabolizado (ng 9,92 + 0,33 5,56 + 3,66 2,49+232 |0,078
pNPP/ml)

Valores expresados como promedio = DS.




2. Efecto del H,0O, en funcion del tiempo y de la concentracion en la

viabilidad de los cultivos primarios de FLP humanos

Se evalud la influencia de la presencia de suero bovino fetal 10% (SBF
10%) sobre la viabilidad de los FLP expuestos a H,O, (100, 10y 1 uM por 24 h)
y controles no expuestos y se observd mayor viabilidad en presencia de SBF
10% en controles no expuestos a H,O, (p=0,0536) (Figura 3 A), y FLP
expuestos a H,O, 1 uM (p=0,0005); mientras que a los 10 uM no se observaron
diferencias entre los grupos, sino una tendencia a la reduccién de la viabilidad
general, que alcanzé el 100% en concentraciones de peroxido de 100 uM. En
base a estos resultados se determind que las condiciones de exposicién a

peréxido se realizarian con DMEM SBF 10%.

En relacién al tiempo de exposicidon a H,O,, se realizd una curva de
viabilidad preliminar con H,O, en concentraciones de 1, 10, 5, 2,5y 50 uM por
24 hy 48 h. Si bien no se observaron diferencias significativas entre los grupos
respectivos expuestos a H,O, entre las 24h y 48 h, si se observaron diferencias
significativas entre el control de 24 h y los grupos control sin H,O,, 2,5y 5 uM a
las 48 h de tratamiento. El tratamiento de 50 uM demostré una pérdida de

viabilidad de alrededor del 100% a las 24 y 48 h (p=0,0001). En base a estos



resultados, se resolvié exponer las células a concentraciones de peroxido <50

UM durante 24 h en DMEM con SBF 10% (Figura 3 B).

En relacion con la determinacion de las concentraciones subletales de
H.O, se observo que 1, 2,5, 5y 10 uM, presentaban viabilidad similar al control,
mientras que esta disminuia significativamente en el grupo de 50 uM (p=0,0001)

Figura 3 C).
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Figura 3. Efecto del H,O, en la viabilidad de FLP. A) Viabilidad segun
presencia de SBF 10%. *p=0,0536; 'p=0,0005. B) Viabilidad segln tiempo
de exposiciébn a H,0,. (p=0,0000) *p=0,039; ‘p=0,025; °p=0,048. C)
Viabilidad segun concentracion de exposicion a H;O,. (p=0,0000)

"p=0,0001. Barras expresan promedio + DS.



Finalmente, se realizd6 una curva de viabilidad y analisis morfologico con
concentraciones de H,O, entre 2,5y 10 uM por 24 h en DMEM con SBF 10%
(Figura 4). No se observaron diferencias en la viabilidad celular (p>0,05) ni en la
morfologia celular (Figuras 4 y 5, respectivamente), y por tanto, estas
condiciones de exposicion a peroxido se definieron como subletales para los

experimentos subsiguientes.
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Figura 4. Efecto del H,O, en la viabilidad de FLP. A) Exclusion de azul de

tripan B) Ensayo MTS. p>0,05. Datos expresados como promedio + DS.



Figura 5. Efecto del H,O, en la morfologia de FLP.



3. Efecto del H,O, sobre la activacion de NFxB

Se observo la distribucion celular de NF«xB inducida por H,O, en FLP
mediante analisis de la translocacién nuclear de la subunidad p65. En el grupo
control sin adicion de H,O,, p65 se inmunolocalizO mayoritariamente en el
citoplasma (Figura 6 a). La adicion de H,O, en concentracion de 2,5 pM indujo
la movilizacion parcial de la subunidad p65 al nucleo (Figura 6 b), mientras que
al adicionar 5 pM de H,O, este se observd casi exclusivamente en el ndcleo
(Figura 6 c), en forma similar a LPS 2 ng/ml (control positivo; Figura 6 d). Por el
contrario, H,O, 10 pM resulté en una inhibicion de la translocacion nuclear de
p65, con una notoria acumulacion perinuclear (Figura 6 €). Tanto la adicién de 5
UM H,O, en conjunto con la enzima catalasa (Figura 6 f), como H,O, mas el
péptido inhibidor de NF«xB, SN50 (Figura 6 g) demostraron una inhibicion en la
translocacion de p65 al nucleo. De la misma forma, la adicion de LPS y SN50

(Figura 6 h) inhibieron la translocacion de p65 al nacleo.
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Figura 6. Efecto del H,O, sobre la inmunolocalizacion de la subunidad p65

de NFkB en FLP: a) Control sin H;O,, b) 2,5 uM Hy0,, ¢) 5 uM H,0,, d)
control positivo de LPS, e) 10 uM H,0,, f) control 5 uM H,0, y catalasa, Q)

control 5 uM H,0, y SN50 y h) control LPS y SN50.



4. Niveles y actividad de MMPs -2 y -9 en cultivos primarios de
FLP, tratados o no con H,O, y asociacion con via NFkB.

4.1 Determinacion de la concentracion de proteinas totales.

Se determind la concentracion de proteinas totales (CPT) en
sobrenadantes de FLP sin tratamiento con peréxido (C), H,0, 2,5, 5; 10 umy 5
um H,O, mas SN50 por 24 h. No se observaron variaciones significativas en la
CPT entre los grupos de estudio (experimentales y controles) (Figura 7).

Figura 7. Concentracion de proteinas totales en sobrenadante de FLP

'E

expuestos a H,O, C: Control sin H,O»; 2,5, 5y 10 uM de H;0,. SuM+PI: 5

UM H,O, + SN50 por 24 h. p>0,05.



4.2 Niveles y actividad de MMPs -2 y -9 y su asociacion con la via

NFkB

Se identificaron bandas gelatinoliticas correspondientes a la proforma de
MMP-9 (~92 kDa), la forma activa de MMP-9 (~85kDa), la proforma de MMP-2
(~72 kDa) y su respectiva forma activa (~64 kDa) tanto en los grupos expuestos
a H,O, como controles. La banda mas prominente en todos los casos

correspondi6 a proMMP-2 (Figura 8).

EPM C  25uM 5pM  doum 2 HM*
SN50
(kDa)
100- — pro MMP9
— MMP9activa
75-
— pro MMP2
— MMP2 activa
50-

Figura 8. Actividad gelatinolitica de MMP -2 y -9 en sobrenadante de FLP
expuestos a H,O, EPM: Estandar de peso molecular; C: Control sin H,O5; 2,5,

5y 10 uM de H,02. 5uM+PI: 5 uM H, O, + SN50 por 24 h.



La actividad gelatinolitica de pro MMP-9 no tuvo variaciones significativas
en los grupos experimentales (Figura 9 A), mientras que la MMP-9 activa fue
significativamente mayor en el grupo expuesto a 2,5 pM de H;O, en
comparacion con los grupos expuestos a concentraciones de 10 uM y 5 uM/
SN50 (Figura 9 B). El porcentaje de activacion observado para MMP-9 fue
significativamente mayor en el grupo de 5 uM en comparacion con 5 pM con

SN50 (Figura 9 C).
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Figura 9. Efecto del H,O, sobre la actividad de MMP-9 en sobrenadante de
FLP. A) Pro MMP-9 B) MMP-9 activa. (p=0,002) *p=0,01; *p=0,015. C)
Porcentaje de activacion MMP-9, (p=0,050) 'p=0,049; ud: unidades
densitométricas; C: Control sin H,O,; 2,5, 5y 10 uM de H;0,. 5uM+PI: 5 pM

H,0O, + SN50 por 24 h.



La actividad gelatinolitica de pro MMP-2 no tuvo variaciones significativas
entre los grupos analizados (Figura 10 A); mientras que se observé un aumento
significativo de MMP-2 activa en el grupo expuesto a H,O, 5 uM respecto del
control. Por otro lado, se observaron reducciones significativas en la actividad
de los grupos expuestos a 10 uM y 5 uM/SN50 con respecto a 5 uM (Figura 10
B). En el caso del porcentaje de activacion de MMP-2 se observé un aumento
significativo en el grupo expuesto a 5 UM en relacion con el control no expuesto

(Figura 10 C).
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Figura 10. Efecto del H,O, sobre la actividad de MMP-2 en
sobrenadante de FLP. A) Pro MMP-2 B) MMP-2 activa. (p=0,0002) *p=0,001;
*p=0,001; °p=0,050. C) PA MMP-2 (p=0,037) 'p=0,038. ud= unidades
densitométricas. C: Control sin H,0>; 2,5, 5y 10 pM de H;0,. 5uM+PI: 5 uM

H,O, + SN50 por 24 h.



Discusiodn

En las patologias periodontales inflamatorias, las ERO generadas por
fagocitos, como monocitos y PMN, se acumulan en los sitios de infeccion
causando la destruccion tisular. Es asi como diversos estudios han reportado
gue estos agentes, en particular, H,O,, puede inducir la expresion y activacion
de las metaloproteasas osteoliticas como las MMPs-13, -2 y -9 en lineas
celulares epiteliales, fibroblasticas y osteoblasticas. Este mecanismo se basa en
la capacidad del agente oxidante de actuar como segundo mensajero por la via
NF«kB, gatillando la unién de este factor de transcripcién a los promotores de
genes de citoquinas pro-inflamatorias (11, 18, 19, 23). Sin embargo, dado que
se desconoce el efecto del H,O, u otro compuesto oxidante sobre la actividad
de las metaloproteasas osteoliticas y las vias de sefializaciéon involucradas en
los tejidos periodontales, esta investigacion se centré en la actividad de las
MMPs -2, -9 y la mediacién de NFkB en cultivos primarios de FLP humanos

sometidos a estimulo oxidante de H,O,.

Los resultados obtenidos demostraron que las células aisladas de los
cultivos primarios de ligamento periodontal humano presentaron morfologia tipo

fibroblasto y la ausencia de inhibicion del crecimiento por contacto, coincidiendo



con lo descrito por estudios previos (73). No obstante esto, la tarea de
caracterizacion molecular de los FLP, presentdé una mayor complejidad debido a
gue se han postulado muchos marcadores fenotipicos para este tipo celular.
Esto se basa en la heterogeneidad de los FLP que comparten caracteristicas
tanto fibroblasticas como osteoblasticas (24, 26). Es asi como el fenotipo
osteoblastico de los FLP se sustenta en la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina, sensibilidad a la hormona paratiroidea, produccién de osteocalcina y
formacion de nddulos de fosfato de calcio (14). De acuerdo a esto, el potencial
de diferenciacion de los FLP hacia un linaje osteoblastico o cementoblastico los
sita como células esenciales en la mantencion de la integridad y recambio de

los tejidos periodontales (15).

Por lo anterior, ante la ausencia de un marcador especifico para FLP, a
la fecha existe un consenso general entre los distintos estudios que
recomiendan utilizar varios marcadores celulares para verificar el linaje de las
células aisladas (14, 74). Asi, para esta investigacion se seleccionaron
marcadores tales como periostina y fosfatasa alcalina, que caracterizan la
dualidad fenotipica de este tipo celular y que han sido analizados en forma
recurrente en diversos estudios basados en cultivos primarios de FLP (15, 33,

70, 74).



En relacion con los marcadores moleculares analizados en este estudio,
las células obtenidas fueron inmunonegativas para pancitoqueratina,
descartando de esta manera la contaminacion epitelial. A su vez, los cultivos
demostraron inmunopositividad para marcadores mesenquimales como
vimentina, a-actina y periostina. Esta 0ltima, corresponde a una proteina
producida por las células presentes en tejidos fibrosos ricos en colageno que
estan sujetos a estrés mecanico, tales como las fuerzas masticatorias (75). De
esta forma, se ha propuesto a la periostina como un marcador diferenciador

entre FLP y fibroblastos gingivales (14).

Por otro lado, al analizar la actividad de fosfatasa alcalina en FLP, ésta
se detectd en las células que fueron sometidas a los estimulos de &cido
ascorbico y dexametasona, reconocidos inductores osteoblasticos. Ademas, se
identifico en FLP, asi como en fibroblastos gingivales, estableciéndose una
tendencia a una mayor actividad en el grupo estimulado con medio osteogénico
y el grupo de FLP sin induccion. Sin embargo, la falta de diferencias
significativas en la actividad de la fosfatasa alcalina en estos grupos celulares
puede deberse a que la produccién de fosfatasa alcalina, puede presentar

variabilidad experimental entre individuos y numero de pasajes (14). Ademas, a



pesar de ser considerada como un marcador de linaje éseo, esta se expresa en
una fase temprana del proceso, compartiendo, por lo mismo, niveles muy
cercanos a los exhibidos basalmente por los FLP. Probablemente, la realizacion
de un ensayo inductor de diferenciacion osteogénica que contemple mayor
tiempo de exposicion al estimulo diferenciador permitiria establecer diferencias
fenotipicas con mayor sensibilidad entre los grupos celulares. A pesar de esto,
el conjunto de todos los aspectos evaluados permitié establecer la presencia de
caracteristicas tipo osteoblasto en las células aisladas. Sumado a lo anterior se
debe considerar la zona de origen de extraccion del tejido usado para catalogar
a las células obtenidas como FLP. En base a todos estos antecedentes, los

cultivos primarios obtenidos se caracterizaron como FLP.

Las ERO son de interés en este estudio debido a que se han asociado
con la destruccion de tejidos de soporte dentario en las enfermedades
periodontales durante los ultimos afios (22). No obstante, el mecanismo de
accion se conoce en forma parcial (22). Los fagocitos activados, tales como los
PMN y macrofagos, han sido identificados como los principales productores de
ERO en la periodontitis, a través de la NADPH oxidasa (62). Se ha reportado
gue cuando la generacibn de ERO excede la capacidad de los sistemas

antioxidantes se produce dafio masivo a los constituyentes celulares (61, 62).



Ademas, segun la dosis empleada, el tratamiento con H,O, produce una
detencion del crecimiento celular. Al respecto, se ha relacionado el dafio
oxidativo con un estado de senescencia en los fibroblastos humanos (76). Entre
todos los agentes oxidantes, el mas estudiado ha sido el H,O,  puesto que,
como ventaja experimental, a bajas dosis tiene la capacidad de difundir

libremente por la membrana celular induciendo la sefializacién celular (77).

Se ha demostrado que bajo condiciones de deprivacion de suero algunos
tipos celulares similares a los FLP, tales como los fibroblastos gingivales
producen ERO en forma espontanea (72). Se ha reportado que el incremento
de ERO gatillado por la deprivacion sérica induce la muerte celular por
apoptosis, pero a la vez se ignora el mecanismo mediante el cual sucede. Dado
qgue las mitocondrias representan la principal fuente de ERO enddgena, se ha
atribuido al modulador mitocondrial 1 (Romo-1) un papel central en la induccién
de apoptosis de células deprivadas de factores de crecimiento. Asi, se ha
sugerido que si Romo-1 se ubica en la membrana mitocondrial; este puede
jugar un rol importante en la liberacion de las ERO hacia el citosol (78). Por otro
lado, se debe considerar a la autofagia como una via degradativa lisosomal que
provee la energia necesaria a través de la autodigestion bajo condicion de

deprivacién. Durante el estrés oxidativo, la autofagia sirve como mecanismo de



defensa para eliminar las proteinas y organelos dafiados. Es asi, como se ha
descrito que en una linea celular murina de células beta del pancreas, el cultivo
con bajo aporte de suero incremento los niveles de varias proteinas de la via
autofagica, incluyendo a la proteina relacionada con la autofagia 4 (ATG4),
Beclina 1, proteina de membrana asociada al lisosoma 2 (LAMP-2), y la
proteina asociada al gen de la resistencia a los rayos ultravioletas (UVRAG)
(79). Coincidiendo con lo expuesto, nuestros resultados muestran que la
exposicion a H,O, a partir de una concentracion de 1 uM en cultivos carentes

de SBF se asocia con una disminucion significativa de la viabilidad celular.

En este estudio se demostrd que la exposicion de los FLP a H,O, por 24
h en concentraciones menores o iguales a 10 uM en presencia de SBF 10% no
alteraba la viabilidad ni morfologia celular; y por tanto estas condiciones se
definieron como las condiciones experimentales de exposicion subletal. De esta
manera, se pudo evaluar el efecto del H,O, sobre la sefalizacion celular,
evitando un nivel de estrés oxidativo mayor que pudiera causar lesion y muerte

celular.

Se ha asociado comUnmente a las ERO con la activacion de los factores

de transcripcion AP-1 y NFxB considerados por esto sensibles al estado



oxidativo. El rol del H,O, como segundo mensajero ha sido abordado
en estudios previos que describen que el H,O, estimula la fosforilacion del
complejo NF«kB /IkB, activando de esta manera a NF«kB. Esto, a su vez, permite
su translocacion nuclear y facilita la union de este factor de transcripcion a los
promotores de genes como citoquinas proinflamatorias y/o osteoliticas; como es
el caso de IL-2, -6, -8, IFN-B y TNF-a (22). También se ha observado que las
ERO pueden aumentar la expresion y actividad de MMPs osteoliticas como las

MMPs-13, -2y -9 (11, 18, 19, 23).

No obstante lo anterior, las diferencias inherentes a los tipos celulares
empleados, asi como las condiciones experimentales heterogéneas entre los
distintos estudios determinan una variabilidad en la importancia relativa de las
ERO en la activacion de MAPK y NFkB, asi como los roles mediadores de estas
moléculas en la generacion de citoquinas pro-inflamatorias y MMPs. (11, 18, 19,

23, 68, 70, 71, 77).

En el presente estudio se observd que la exposicion de FLP al H,0,
resultd en la activacion de la via NFkB evidenciada por la translocacion nuclear
de la subunidad p65, con comportamiento bimodal dependiendo de Ia

concentracion de peroxido utilizada. Es asi como, en concentraciones entre 2,5



y 5 UM se indujo la movilizacién de la subunidad p65 al nucleo. Por el contrario,
dosis de 10 uM resultaron en una inhibicion de la translocacion nuclear de la
sub unidad p65, con una notoria acumulacién perinuclear. La acumulacion
perinuclear del complejo puede ser explicada por el posible efecto citotoxico y

activacion subsecuente de las vias autofagicas previamente descritas.

En cuanto a la determinacion del efecto del H,O, sobre la actividad MMP
y la mediacion de este efecto via NF«kB, en este estudio se observo que la
exposicion de FLP a dosis subletales de H,O, no modificé los niveles de
proteinas totales, ni especificamente de proMMP-2; en cambio, indujo
aumentos significativos sobre la actividad gelatinolitica de la forma activa de
MMP-2 en una concentracion de 5 pM, en relacion con los controles no
expuestos a H,O, De modo similar, el porcentaje de activacion para MMP-2 en
el grupo de FLP expuesto a H,O, 5 uM fue significativamente mayor que en el
grupo control. Por el contrario, la actividad MMP-2 disminuyé significativamente
al elevar la concentracién de H,O, a 10 uM, alcanzando niveles similares a los
controles no expuestos. Estos resultados sugieren que dosis subletales de
peréxido no modifican los niveles de MMP-2, sino que son capaces de inducir
un aumento en su actividad gelatinolitica en concentraciones bajas de H,Oy;

mientras que este efecto inductor se pierde en concentraciones subletales mas



elevadas de H,O,. Finalmente, la inhibicion de la via de sefalizaciéon de NF«xB
con el inhibidor SN50 redujo la actividad MMP-2 en FLP expuestos a H,O, 5
WM. Estos resultados sugieren que el aumento de actividad MMP-2 inducido por

H,O, estaria mediado al menos en parte por la activacion de la via NF«kB.

El analisis de MMP-9 en FLP tratados con H,O, demostré que la
actividad gelatinolitica de pro MMP-9 no presentd variaciones significativas. En
cambio, MMP-9 activa fue significativamente mayor en el grupo de exposicién a
perdxido 2,5 uM en comparacién con el grupo expuesto a peréxido 5 pM/ SN50.
A su vez, el porcentaje de activacion para MMP-9 fue significativamente mayor
en el grupo de FLP tratado con 5 uM de H,O, que en el grupo el grupo expuesto
a peréxido 5 pM/ SN50. Segun esto, tanto la actividad de MMP-9, como su
porcentaje de activacién, indican que la actividad gelatinolitica de MMP-9
estaria influenciada por la activacion de la via de sefalizacion NFkB. Por el
contrario, la exposicion de FLP a concentraciones de H,0, 10 uM resultaron en
una reduccion significativa de la actividad MMP-9 en comparacién con una
concentracion de 2,5 uM. Estos resultados sugieren que el efecto del H,O; en
concentraciones subletales es dosis-dependiente. En nuestro modelo
experimental, concentraciones entre 2,5-5 pM indujeron un aumento de la

actividad gelatinolitica, efecto que se pierde al elevar la concentracion de H,0,



a 10 uM. La falta de induccion de actividad MMP -2 y MMP-9 podria asociarse
con la pérdida de la translocaciéon nuclear de NFxB frente a H,O, en

concentraciones de 10 uM.

Existe un conocimiento parcial de las vias de sefalizacién asociadas a
ERO y las moléculas efectoras finales que participan en los procesos
inflamatorios relacionados a las enfermedades periodontales. Por otro lado, la
pleiotropia de muchos agentes oxidantes ha complejizado la dilucidacién de los
mecanismos moleculares exactos que puedan explicar la asociacién entre las
ERO y la destruccion tisular observada en patologias tan prevalentes como las
periodontitis. Los resultados obtenidos en esta investigacién se encuentran en
linea con otros estudios donde el estimulo de ERO se relaciona con la
expresion de mediadores inflamatorios en otros tipos celulares. Mas aun, la
informacion generada hasta la fecha sugiere que el estrés oxidativo es en parte
responsable de la modificacién de la calidad y cantidad de matriz extracelular
mediada por el aumento de MMP-2, -9 Y -13 en fibroblastos diploides (11),

fibroblastos cardiacos (80) y células tumorales (11, 23, 80).

Las ERO pueden actuar a nivel pre y post transcripcional. Se ha descrito

qgue el estimulo oxidativo del H,O, en concentraciones subletales aumenta la



actividad de MMP-2 y -9, sin aumentar la produccion de estas MMPs en
fibroblastos diploides normales (T1G-7), indicando la posibilidad de regulacion a

nivel post transcripcional (11).

Por otro lado se ha descrito que las ERO estan relacionadas con el
aumento de invasividad en las células epiteliales tumorales en respuesta a la
estimulacién con dosis subletales de H,0O,, la que estaria mediada por la
sobreexpresion de MMP-13 y en menor proporcion de MMP-2 y -9. La variacion
en la expresion y los niveles de estas MMPs bajo estimulo oxidativo, fue
acompafada por un cambio fenotipico de las células epiteliales que adquirieron
caracteristicas tipo fibroblasto. A su vez, al examinar los niveles de MMP-2, -9y
-13 en el sobrenadante de las células epiteliales, se observé un aumento en la
actividad de proMMP-9, MMP-9 activa y proMMP-2, evidenciando un efecto
tanto a nivel pre como post transcripcional (11).

Estudios previos han demostrado una produccion basal tanto de MMP-2
como de MMP-9 en FLP, mientras que el estimulo con sobrenadantes de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis indujo un
aumento en los niveles de MMP-2, no asi en MMP-9; efecto que fue
completamente inhibido con farmacos que inhiben la sintesis de proteinas a

distintos niveles post traduccionales (60).



Nuestros resultados indican que el efecto del peroxido modifica
fundamentalmente la actividad de MMP-2 y -9 en FLP. Esta variacion pudo ser
causada por una activacion directa de las proformas por H,O, y/o por la
estimulacion en las vias inflamatorias que inducen la produccién de
modificadores bioactivos de las MMPs (9, 10). Es importante destacar que el
aumento en la actividad de las MMPs disminuy6 producto de la adicion de
SN50, indicando una participacion de la via NFxB (23). A pesar de que esta via
normalmente modifica la traduccidén proteica, en este caso, el efecto sobre la
actividad MMP podria ser indirecto, a través de la sobreexpresiéon de
activadores de MMPs o bien de una disminucion de sus inhibidores (17). Al
respecto, existen reportes previos sostienen que la via NFkB/IxB puede regular
la expresion y actividad de MMP-2, tanto en cultivos celulares de fibroblastos

dérmicos (81), como en células de musculo liso (82).

Sobre la base de los antecedentes expuestos, el presente trabajo
contribuye a comprender los mecanismos de accion de las ERO sobre la
homeostasis periodontal y los posibles mecanismos de destruccion
involucrados, demostrando por primera vez que el H,O, en concentraciones

reducidas aumenta la actividad gelatinolitica de MMP-2, al menos en parte por



activacion de la via NFkB en cultivos primario de FLP humanos (Figura 11). Los
resultados indican que las ERO podrian tener un efecto directo sobre la
activacion de las MMPs estudiadas, como también indirecto, mediado por
NFxB. Los resultados de este estudio podrian complementarse a futuro
evaluando el efecto del H,O, sobre la regulacion transcripcional de estas MMPs

en FLP.



Transduccién

ViaNFkB —— MMP-9

\ MMP-2

Fibroblasto de Ligamento
Periodontal

1 ERO

Enfermedades

7 7" Periodontales
SR A& | 1 MMPs

Figura 11. Modelo propuesto: Las ERO generadas en las enfermedades
periodontales aumentan la actividad de MMPs -2 en FLP humanos. Este

efecto es mediado, al menos en parte, via NFkB.



Conclusiones

En este estudio comprobamos parcialmente la hipotesis, “El H,O,
aumenta la actividad de las MMPs -2 y -9 en FLP humanos, efecto mediado al

menos en parte, via NFkB”, puesto que:

1. El H,O;en concentraciones menores a 10 uM induce la activacion de
NF«kB en FLP humanos.

2. H,0, en concentraciones subletales de 5 uM aumenta la actividad de
MMP-2 en FLP humanos.

3. La actividad de MMP-2 inducida por concentraciones subletales de
H,O,, estaria influenciada por la activacion de NF«xB.

4. La actividad de MMP-9 se encuentra regulada, al menos
parcialmente, por la via de sefializacion NF«kB.

5. La actividad de MMP-2 y -9 en concentraciones deH,0O, sobre los 10

UM disminuye significativamente con respecto a 2,5y 5 uM.
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