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RESUMEN

La  enfermedad  periodontal  es  una  patologia  inflamatoria  de  origen  infeccioso

que  ocasiona  la  destrucci6n  del  aparato  de  inserci6n  periodontal  y  puede  llevar  a  la

p6rdida de la dentici6n.  La expresi6n y severidad de la enfermedad estan fuertemente

moduladas   par  factores   de   riesgo   coma   el   tabaquismo.   El   rol   del   tabaco   en   la

enfermedad  periodontal  ha  sido  ampliamente  estudiado  y  se  ha  demostrado  que  el

riesgo    de    desarrollar    periodontitis    se    encuentra    aumentado    en    presencia    de

tabaquismo.  Par otra parte,  el  activador de plasmin6geno del tipo  uroquinasa  (UPA)  es

una serina-proteasa cuya expresi6n y actividad  han sido vinculadas a  la  remodelaci6n

de  la  matriz extracelular en  lesiones  periodontales  cr6nicas y en  heridas  gingivales  en

reparaci6n.

En  el  presente  trabajo  se  estudi6  Ia  capacidad  del  Condensado  de  Humo  de

Cjgarrillo  (CHC)  para  estimular la  producci6n  y actividad  de  UPA  en  cultivos  primarios

de fibroblastos gingivales humanos y los mecanismos involucrados en este proceso.

Los  resultados  de  esta  investigaci6n  muestran  que  CHC  provoca  un  aumento

en  la  producci6n y actividad  de UPA,  la  activaci6n de plasmina  mediante la generaci6n

de  especies  reactivas  de  oxigeno  (ROS)  y  la  activaci6n  de  las  vfas  de  seFializaci6n

ERK1/2   y  JNK  en  fibroblastos  gingivales   humanos.   Estos   resultados   otorgan   una

primera  aproximaci6n  hacia  la  futura  aplicaci6n  de  compuestos  antioxidantes  como

control  de  la  respuesta  celular del tejido  gingival  a  la exposici6n  a  derivados del  humo

de cigarril[o.



ABSTRACT

Periodontal   disease   is   an   inflammatory   condition   caused   by   infection   that

causes  destruction  of the  periodontal  attachment  apparatus  and  can  lead  to  loss  of

teeth.   Prevalence  and  severity  of  periodontal  disease  is  strongly  modulated  by  risk

factors   such   as   smoking.   The   role   of  tobacco   in   periodontal   disease   has   been

extensively studied and  has shown that the risk of developing  periodontitis is  increased

in  smokers.   Moreover,   plasminogen   activator  urokinase  (UPA)   is  a  serine-protease

which    production    has    been    linked   to   extracellular   matrix   remodeling    in    chronic

periodontal lesions and gingival wound repair.

ln  the  present  study,  we  analyzed  the  effect  of  cigarette  smoke  condensate

(CSC)   on  the  production   and  activity  of  UPA  in  human  gingival  fibroblasts  and  the

mechanisms involved in this process.

The results of the present study show that cigarette smoke condensate causes

increase in the production and activity of UPA, plasmin activation through the generation

of reactive oxygen species and activation  of the signaling pathways ERK1/2 and JNK in

human  gingival  fibroblasts.  These  results  provide  a  first  approximation  to  the  future

application  of antioxidant  compounds  as  a  control  of the  cellular  response  of gingival

tissue to exposure of cigarette smoke.
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INTRODUCCION



1.- lNTRODUCCION

La periodontitis corresponde a una enfermedad de  naturaleza inflamatoria y de

origen  infeccioso que puede derivar en  la  perdida de la dentici6n  (Genco y col.,  1996).

Esta   enfermedad   se   caracteriza   por   la   inflamaci6n   de   los   tejidos   periodontales

consecutiva  a  la  infecci6n  por bacterias  pat6genas,  situaci6n  que  puede derivar en  la

destrucci6n  del  aparato  de  inserci6n  periodontal  (Williams,1990;  Offenbacher,1996).

Adicionalmente   al   efecto   ocasionado   par   las   bacterias,   otros   factores   han   sido

vinculados al desarrollo y progresi6n de periodontitis, entre ellos la herencia (Johnson y

col.,1988),  el tabaquismo  (Haber y  col.,1993;  Ah  y col.,1994;  Martinez-Canut y  col.,

1995) y la diabetes (Pihlstrom y col„ 2005).

El  tabaquismo  ha  sido  reconocido  como  un  importante  factor  de  riesgo  en  el

desarrollo  y  progresi6n  de  la  periodontitis  (Grossi  y  col.,1995;  Martinez-Canut y  col.,

1995;  Tomar & Asma,  2000;  Bergstrom,  2003;  Johnson  &  Guthmiller,  2007).  El  habito

de fumar se relaciona con un riesgo mas elevado de perdida de inserci6n periodontal y

destrucci6n    6sea    (Grossi   y   col.,    1994;    Grossi   y   col.,    1995;    Bergstrom,    2003).

Aproximadamente  la  mitad  de  las  periodontitis  observadas  en  individuos  bajo  33  afros

estan  relacionadas  con  el  habito  de fumar  (Linden  &  Mullally,  1994;  Schenkein  y  col.,

1995). Tambi6n se han documentado efectos negativos en la respuesta a la instalaci6n

de   implantes   6seointegrados   y   en   terapia   periodontal   quirdrgica   o   no   quirLirgica

(Martins y col., 2004;  Labriola y col., 2005;  Strietzel y col., 2007).



Los fibroblastos son el tipo celular predominante en el tejido conectivo gingival y

estan   involucrados   activamente   en   la   formaci6n   y   destrucci6n   de   este   tej.ido   en

condiciones normales y de enfermedad (Bartold y col., 2000).  Para cumplir esta funci6n

los fibroblastos  gingivales  (FG)  secretan  un  gran  repertorio  de  enzimas  proteoliticas  y

de  componentes  de  la  matriz  extracelular,  incluyendo  glicoproteinas  y  proteoglicanos

(Bartold  y  col.,  2000).  La  matriz  extracelular  es  degradada  activamente  por  un  gran

ni]mero   de   enzimas   entre   las   que   se   incluye   al   activador   de   plasmin6geno   tipo

uroquinasa (UPA).

UPA es una serina-proteasa que se expresa de manera abundante en lesiones

periodontales  cr6nicas  y  en  heridas  gingivales  en  reparaci6n.  Su  producci6n  se  ha

vinculado  a  la  remodelaci6n  de  la  matriz extracelular (Kinnby y col.,1999;  Xiao y  col.,

2001)  y se  ha  observado  que  una  producci6n  alterada  de  UPA puede  conducir a  una

reparaci6n   aberrante   de   heridas,   o   a   la   perpetuaci6n   de   reacciones   inflamatorias

cr6nicas en variadas enfermedades o condiciones en las que la remodelaci6n del tejido

conec{ivo juega  un  rol  importante  (Carmeliet y  col.,1994;  Schafer y  col.,1994;  Lund  y

col.,1999;  Weckroth  y  col.,  2001;  Smith  &  Martinez,  2006).   Una  de  las  principales

acciones  de  UPA  corresponde  a  la  generaci6n  de  plasmina  mediante  el  clivaje  de  un

dnico  enlace  en  el  dominio  serina-proteasa  del  plasmin6geno,  ubicado  en  el  extremo

carboxilo terminal de la molecula (Dane y col.,1985).

Por otro lado UPA es capaz de unirse a su receptor de membrana, UPAR, lo que

permite    concentrar    la    actividad    proteol[tica    a    nivel    de    la    periferia    celular,    y

desencadenar una serie de respuestas independientes a esta actividad al actuar como

[igando,  entre  las que se cuentan  proliferaci6n,  migraci6n  de fibroblastos y quimiotaxis



de   neutr6filos   polimorfonucleares   (Anichini   y   col.,   1994;   Resnati   y   col„   1996).   La

actividad  proteolitica  de  UPA  es  regulada  por  una  serpina  especifica  conocida  como

inhibidor del activador de plasmin6geno  1  (PAl-1) que puede ser secretada por muchos

tipos  celulares  (Loskutoff  &  Quigley.,  2000;   Czekay  y  col.,  2003)  y  cuya  funci6n  es

inhibir la fibrin6lisis producida  por plasmina.

Plasmina   es   otra   serina-proteasa   con   un   amplio   espectro   de   actividades,

degrada  redes  de  fibrina  y  participa  en  la  activaci6n  de  enzimas  pertenecientes  a  la

familia de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) que son en su mayoria

secretadas  en  forma  de  zim6genos  inactivos  (Dan®  y  col„  1985;  Bugge  y  col.,1996;

Sternlicht & Werb, 2001).

Experimentos  que  han  identificado  al  factor  de  crecimiento  epidermico  (EGF)

como   importante  estimulo   en   la   producci6n   de   UPA  tambien  determinaron  que  la

quinasa regulada  por serial extracelular (ERK1/2) es  la via de transducci6n de sefiales

involucrada  en  este  proceso  (Aguirre-Guiso  y  col.,   1999).   En  fibroblastos  gingivales

humanos  se  ha  mostrado  que  las  rutas  de  ERK y  de  la  quinasa  N-terminal  de  c-jun

(JNK) estan involucradas en  la producci6n de UPA luego de estfmulo con  EGF (Smith y

col.,  2004).  Este  estimulo  de  la  producci6n  de  UPA  puede  depender de  la  adecuada

producci6n y ensamblaje de c-fos y c-jun (componentes moleculares de AP-1) proceso

en  el  cual  JNK juega  un  importante  papel  a  traves  de  la  activaci6n  de  c-jun.  Tambi6n

se  ha  demostrado  que  JNK  puede  activar  el  factor  de  transcripci6n  ATF-2,  el  cual,

luego  de  asociarse  con  c-jun,  estimula  la  expresi6n  de  UPA  (Shaulin  &  Karim,  2002).

De esta  manera,  factores  que  regulan  la  producci6n  de  UPA en  FG  humanos influyen

directamente en la evoluci6n de la reparaci6n de tejidos e inflamaci6n.



La   fase    particulada    del    humo    de    cigarrillo    corresponde    a    una    mezcla

sumamente  compleja  de  la  cual  se  han   identificado,   hasta   ahora,   mss  de  3.000

compuestos   (Wynder   &   Hoffmann,    1967).    Entre   estos   compuestos   se   incluyen

radicales  libres,   que  estan  involucrados  en   muchas  de  las  enfermedades  cr6nicas

asociadas al tabaquismo  (Pryor,1982,1984,1985).  La  exposici6n a  humo de cigarrillo

estimula la producci6n de especies radicales de oxigeno  (ROS)  en  neutr6filos (Ryder y

col.,   1998).   Ademas   se   ha   mostrado   que   ROS,   tanto   ex6geno   coma   producido

enzimaticamente,   altera   numerosas  vias   de   sefializaci6n,   incluyendo   las   proteina-

quinasas activadas por mit6geno (MAPK) (Torres, 2003).

Los   efectos  del  tabaquismo   en  tejidos   periodontales   han   sido   atribuidos   a

diversos  procesos,  que  incluyen:  una  respuesta  inmune  deprimida  (Graswinckel y col„

2004),   funcionamiento   alterado   de   neutr6filos   (Pabst  y   col.,   1995;   Guntsch  y   col.,

2006),   flujo   sanguineo   disminuido   en  tejidos   gingivales   (Morozumi   y   col.,   2004)   y

metabolismo  alterado  de  componentes  de  la  matriz  extracelular  (Tipton  &  Dabbous,

1995).  A  estas  alteraciones  se  agregan  otras  como  migraci6n,  proliferaci6n,  adhesi6n

celular  y  sintesis  de  colageno  (Tipton  &  Dabbous,1995;  Giannopoulou  y  col.,1999:

James  y  col.,  1999;  Tanur y  col.,  2000;  Chang  y  col.,  2002;  Gamal  &  Bayomy,  2002).

Estudios recientes han identificado y descrito efectos de la nicotina y de componentes

del  humo  de  cigarrillo  en  la  actividad  y  expresi6n  de  enzimas  que  degradan  la  matriz

extracelular (Tomek y col.,1994;  Carry y col„  1996;  Nordskog y col.,  2003; Zhou y col.,

2007).  Fibroblastos gingivales expuestos a nicotina muestran  altos niveles de actividad

de   colagenasa   (Tipton   &   Dabbous,   1995).   La   actividad   de   elastasa   derivada   de

neutr6filos  tambi6n  se  incrementa  en  el  fluido  crevicular  de  fumadores  cuando  se



compara con  la de no fumadores (Soder,1999).  Por tlltimo,  la nicotina puede estimular

la degradaci6n de colageno en FG humanos (Zhou y col., 2007).

Aunque    UPA    es    una    fuente    fisiol6gicamente    importante    de    prote6lisis

extracelular,  no existen estudios que hayan evaluado el efecto del humo de cigarrillo en

la expresi6n,  producci6n y actividad de UPA.

En  el  presente seminario de<titulo  se estudiaron  los  mecanismos moleculares a

trav6s  de  los  cuales  el  Condensado  de  Humo  de  Cigarrillo  (CHC)  puede  estimular  la

producci6n y actividad de UPA en cultivos primarios de fibroblastos gingivales de origen

humano.  Para determinar algunos de los mecanismos involucrados en este proteso se

exploraron tambien  las vias  de transducci6n de sefiales que regulan  la  producci6n  de

UPA estimulada por CHC en este tipo celular.



2.- HIPOTESIS

El  tabaquismo  ha  sido  reconocido  como  un  factor  de  riesgo  importante  en  el

desarrollo  y  progresi6n  de  la  periodontitis,  y  componentes  del  humo  de  cigarrillo  han

sido  relacionados a  la  degradaci6n  de  distin{os  elementos  de  la  matriz extracelular de

fibroblastos  gingivales.   Por  otro   lado,   la   producci6n   de   UPA  se   ha  vinculado   a   la

remodelaci6n  de  la  matriz extracelular,  a traves de  la  generaci6n  de  plasmina,  lo que

desencadena  la  activaci6n  de varias metalc)proteinasas de matriz.  Estos antecedentes

permiten plantear la siguiente hip6tesis:

"En fibroblastos gingivales humanos.  CHC estimula la actividad del sistema UPA

mediante  la activaci6n de las vias de transducci6n de seFiales  ERK1/2 y JNK a traves

de  la  generaci6n  de  ROS,  provocando  la  conversi6n  de  plasmin6geno  en  plasmina y

consecuente degradaci6n de la matriz extracelular".



3.- OBJETIVOS

3.1.-Objetivo general.

Determinar  los  mecanismos  mediante  los  cuales  el  Condensado  de  Humo  de

Cigarrillo    puede    estimu[ar   la    producci6n    de    UPA   y    la    remodelaci6n    de    matriz

extracelular en fibroblastos gingivales humanos.

3.2.- Objetivos especificos.

3.2.1     Establecer  rangos  de  dosis-respuesta  para  CHC  sobre  UPA  en  FG  humanos

cultivados sobre plastico.

3.2.2     Evaluar la generaci6n de plasmina estimulada por cHc en FG humanos.

3.2.3     Determinar la activaci6n  de las vias de transducci6n  de sefiales  ERK1/2 y JNK

en FG humanos.

3.2.4     Determinar la participaci6n de ROS en  la actividad  de UPA estimulada por CHC

en FG humanos.

3.2.5     Evaluar la generaci6n de ROs estimulada porcHc en FG humanos.
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4.- MATERIALES

4.1.- Material biol6gico.

Explantes  de tejido  fueron  obtenidos  desde  la  zona  retromolar de  2  pacientes

masculinos y 2 pacientes femeninos, todos no fumadores y con una edad promedio de

20  (±3)  aFios,  mientras se realizaba la extracci6n  de terceros molares en una consulta

dental  privada  en  Santiago  de  Chile.   El  consentimiento  informado  fue  obtenido  de

todos  los  pacientes  antes de que  la  biopsia fuese  realizada.  Los  protocolos  utilizados

en   este   estudio   han   sido   aprobados   por   el   Comite   de   Etica   de   la   Facultad   de

Odontologfa  de  la  Universidad  de  Chile.   Los  pacientes  no  presentaron  sefiales  de

inflamaci6n  en  el  tejido  retromolar,  ni  condiciones  medicas  pre-existentes  o  ingesta  de

medicamentos  relevantes  durante  los  ultimos  6  meses  previos  al  procedimiento  de

extracci6n.

4.1.1.-Anticuerpos.

4.1.1.1.-Anticuerpos monoclonales.

-      Anti-p-ERK (Santa cruz Biotechnology).

-      Anti-JNK (Upstate Biotechnology).



-      Anti-UPA (American  Diagnostica).

-      Anti-P-actina (Sigma).

4.1.1.2.-Anticuerpos policlonales.

-      Anti-ERK (Santa cruz Biotechnology).

-      Anti-p-JNK (Santa cruz Biotechnology).

4.1.1.3.-Anticuerpos secundarios.

-      Anti-rat6n peroxidasa (ROCKLAND).

-      Anti-conejo peroxidasa (ROCKLAND).

4.1.2.-Condensado de humo de cigarrillo.

EI    Condensado    de    humo    de    cigarrillo    (CHC)    fue    adquirido    de    Murty

Pharmaceutical,  Lexington,  KY,  USA.  EI CHC fue preparado  por el proveedor mediante

la   utilizaci6n   de   una   maquina   fumadora   de   20   canales   Phipps-Bird.   El   contenido

particulado  de  un  cigarrillo  estandar  de  investigaci6n  lR3F  de  Kentucky  (College  of

Agriculture,  2009) fue  recolectado  en filtros de fibra de vidrio  Cambridge,  y la  cantidad

obtenida de material particulado se determin6 por el aumento de peso en el filtro.
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EI  CHC  adquirido  se  presenta  como  un  fino  polvo  de  color  oscuro  y  para  su

utilizaci6n    en    los   experimentos   fue   disuelto   en    DMSO    a   fin    de   obtener   una

concentraci6n final de 4%  (p/v). Alicuotas de CHC fueron almacenadas a -80°C hasta

el momento de ser utilizadas en los experimentos.

4.2.- Reactivos.

4.2.1.-Medios y suplementos de cultivo.

-      Medio esencial minimo al fa (Gibco lnvitrogen).

-      Suero fetal bovino (Hyclone).

-       Penici]ina  (Sigma).

-      Streptomicina (Sigma).

-      Gentamicina (Sigma).

4.2.2.- Marcadores de Peso Molecular.

Marcador  de  peso  molecular  de  proteinas  pretefiido  Bio-RAD  (Ovoalbumina,

49.78 kDa;  BSA,  99.81 ; a-Galactosidasa,117.76 kDa; kDa Miosina, 211.24 kDa).



4.2.3.-lnhibidores.
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-      Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), inhibidor de serina-proteasas (Sigma).

-      Pepstatina, inhibidor de proteasas acidas (Sigma).

-      Leupeptina,  inhibidor de cisteina/serina-proteasas (Calbiochem),

-      Fluoruro de sodio (NaF), inhibidor de serina/treonina-quinasas (MERCK).

-      Ortovanadato de sodio, inhibidor de tirosina-fosfatasas (Sigma).

-      SP600125,  inhibidor de quinasa  N-terminal  c-jun  (JNK)  (Biolmol).

-PD98059,  inhibidor de MEK-1  (ERK1/2) (Calbiochem).

-      N-acetil-cisteina (NAC), atrapador de especies reactivas de oxigeno (Sigma).

4.2.4.- Material de cultivo.

-      Placas, tubos de ensayo, material plastico general (Orange scientific).

-      Tubos de ultracentifuga para concentrar medio de cultivo (Millipore).

4.2.5.- Reactivos Generales.

-      AGFA:  Fijador radiografico, revelador radiogfafico.

-      Bio-RAD: Acrilamida mix30%.

-      Gibco     lnvitrogen:     2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina-diacetato     (DCDHF-DA),

Medio libre de rojo fenol y suero.

-      Ca]biochem: P[asmin6geno.

-     Laboratorio sanderson s.A: Agua bidestilada.
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-      MERCK:     Hcl,     NaHC04,     KCI,     KH2P04,     NaoH,    etanol,     isopropanol,     8-

mercaptoetanol,  persulfato de amonio (APS).

-      National Institute of Health: Software de procesamiento de imagenes lmageJ.

-      Nestle: Leche descremada.

-      Perkin Elmer:  Kit de quimioluminiscencia para western-blot ECL.

-      Pierce:  Membranas de transferencia de polifluoruro de vinilideno (PVDF).

-      Spectra MAX, Molecular Devices: Fluor6metro de microplaca.

-      TCL Alcohol 70%,  metanol, Tris grado buffer.

-      US Biological:  CuS04,  SDS, Trit6n x-100.

-      Sigma:  Bromuro de etidio,  Cac12,  DMSO,  EDTA, Tripsina.

-     WINKLER  Ltda:  Agarosa,  casefna,  Nacl,  Na2HP04,  NP-40,  TEMED,  Tween

20.

4.3.-lnstrumentos y Equipos.

-      Campana de bioseguridad scientific modelo  1129.

-      lncubador Lab-Line,  C02 automatico.

-      Camaras de transferencia Bio-Rad.

-      Centrifuga Biofuge prime R Heraeuns.

-      Lectorde ELISA BioTek, modelo Elx-806.



5.- METODOS

5.1.-Cultivo celular.

Cultivos   primarios   de   fibroblastos   gingivales   humanos   fueron   establecidos

mediante el metodo del explante (Larjava y col.,  1989).  Las celulas fueron cultivadas en

medio  esencial   minimo  alfa  conteniendo   10%  de  suero  fetal  bovino,   100  Lig/mL  de

Penicilina,  100  ug/mL  de  Streptomicina  y  50  |Jg/mL  de  Gentamicina  a  37°C  en  una

atm6sfera con  5% de C02. Todos  los experimentos fueron  realizados utilizando c6Iulas

obtenidas entre el cuarto y d6cimo subcul{ivos.

5.2.- Determinaci6n de especies reactivas de oxigeno.

Para   determinar   la   capacidad   de   CHC   de   producir   especies   reactivas   de

oxfgeno intracelular en fibroblastos gingivales se realiz6 un ensayo de fluorescencia.

Brevemente,  las  c6lulas  fueron  incubadas  en  2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina

diacetato  (DCDHF-DA)  en  medio  libre  de  rojo fenol  y suero  por 30  minutos  a  37°C.  A

con{inuaci6n,  las celulas fueron estimuladas con 4 ug/mL de CHC durante intervalos de

tiempo de:  0,  30,  60 y  180  minutes respectivamente en medio esencial  mfnimo  libre de

suero y colorantes para luego ser lisadas con 0,1  N de NaoH.  La generaci6n de ROS

fue  monitoreada  mediante  ensayo  de  fluorescencia  del   lisado  celular  utilizando  un

13
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Iector  de fluorescencia  de  microplacas  con  longitudes  de  onda  de 480  nm  y  530  nm

para excitaci6n y emi.si6n respectivamente (Benhar y col„ 2001).

EI  DCDHF-DA  es  una  mol6cula  no  cargada  permeable  a  las  celulas.   En  el

interior  de  las  celulas,  esta  sonda  es  clivada  por  esterasas  no  especificas  formando

carboxidiclorofluoresceina,  la cual es oxidada en presencia de ROS.

5.3.-Zimografia de caseina.

La   actividad   de   UPA   secretada   en   los   cultivos   celulares   fue   determinada

mediante  zimografia  caseinolitica  (Martinez  y  col„  1999).  Se  sembraron  sesenta  mil

fibroblastos  gingivales  en  placas  de  24  pocillos  para  cada  condici6n  experimental.  Al

dla  siguiente  los  cultivos  fueron  dejados  en  medio  libre  de  suero  y  luego  de  18  horas

recibieron  un estimulo de inhibidores y  CHC  por 48  horas.  Se  realizaron estimulos con

CHC en concentraciones de 0,04, 0,4 y 4 pug/mL de acuerdo al experimento, y un grupo

de celulas control fue estimulado con el solvente DMS0 para descartar su influencia en

el estimulo.

De acuerdo al experimento  realizado,  las celulas fueron  incubadas con distintos

inhibidores   para   evaluar   su   efecto   frente   al   estimulo   con   CHC.   Los   inhibidores

utilizados  fueron:  SP600125  (inhibidor de  JNK)  en  concentraciones  de  1,  2,5  y  5  LIM

por 30 minutos previo al estimulo con 4 Lig/mL de CHC,  PD98059 (inhibidor de  MEK-1)

en  concentraciones  de  10,  20 y 30  LIM  por 30  minutos  previo  al  estimulo  con  4  ug/mL
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de CHC o  N-acetil-cisteina (NAG,  atrapador de ROS) en  concentraciones de 5 y  10 uM

durante 1  hora,  previo al estimulo con 4 ug/mL de CHC.

Alicuotas  de  medio  condicionado  libre  de suero,  normalizados  por el  contenido

de  protefna  medido  en  el  lisado  celular,  fueron  sometidas  a  electroforesis  en  gel  de

poliacrilamida   con    100/a   de   dodecilsulfato   de   sodio   (SDS),    bajo   condiciones   no

reductoras.  Posteriormente,  el  SDS  fue  removido  mediante  3  lavados  de  20  minutos

cada  uno  con Triton X-100  al 2,5%,  los geles fueron  ubicados sobre  un gel secundario

de  agarosa  al  1%  con{eniendo  0,5%  de caselna y  1  pug/mL de  plasmin6geno,  y fueron

incubados en una camara ht]meda a 370 C por 12 horas.

Luego  de tefiir el  gel  con  CuS04  al  2%,  la  prote6lisis  dependiente de  plasmina

fue    detectada    como    un    area   transparente    sobre    un    campo    blanquecino.    La

cuantificaci6n de las bandas fue realizada mediante analisis densitom6trico.

5.4.- Ensayo de difusi6n radial.

Para estudiar la activaci6n  de plasmin6geno en  plasmina se realiz6  un ensayo

de difusi6n  radial.

Para este efecto se gener6 un  pocillo en  un gel de agarosa al  1% conteniendo

0,5°/o  de caseina y  1  Ltg/mL de plasmin6geno.  El  pocillo en  el  gel  se  logr6  utilizando  la

parfe  posterior  de  una  punta  azul  (100-1000  HL)  para  micropipeta  como  molde.  Una
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vez  preparado  el  gel,  este  fue  atravesado  con  la  parte  posterior  de  una  punta  para

micropipeta,  la  que  luego  fue  cuidadosamente  extraida,  generando  un  pocillo  en  el

lugar donde el gel fue atravesado.

Una  alicuota  del  medio  condicionado  por celulas  estimuladas  con  4  ug/mL  de

CHC y control,  normalizada  por nt]mero de c6lulas,  fue sembrada  directamente en  un

pocillo  realizado  en  el  gel. A continuaci6n,  este gel fue incubado en  camara  htlmeda  a

37°C durante  12  horas.  Finalmente el  gel fue tefiido con  CuS04  al 2%  para detectar la

prote6lisis  dependiente   de   plasmina   como   un   area   transparente  sobre   un   campo

blanquecino (Santibafiez y col.,1995).

5.5.- Detecci6n de la activaci6n de MAP quinasas a trav6s de Western-blot.

Fibroblastos gingivales fueron sembrados en  placas de 6 pocillos y se  utilizaron

400.000 c6lulas por cada condici6n experimental.  Luego de 24 horas las celulas fueron

dejadas en  medio  libre de suero  para posteriormente ser estimuladas con 4  Lig/mL de

CHC a intervalos de tiempo de 0, 5,15, 30, 60 y 180 minutos.

Luego  de finalizado  el estimulo,  las c6lulas fueron  lisadas con  un  buffer de lisis

compuesto  por NP40 al  1%,  deoxicolato de sodio  al  0,5%,  SDS  al  0,2%,150  mM  de

Nacl,   50  mM  de  Tris  Hcl,   pH  7,4;   en   presencia  de  PMSF  (2  mM),   pepstatina  (2

mg/mL),  leupeptina  (2  ug/mL),  NaF (5  mM)  y ortovanadato  de  sodio  (1  mM)  a 4°C  por

10  minutos.  Para  optimizar  la  lisis  celular  se  agit6  cuidadosamente  la  placa  y  se  ]e
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dieron  ligeros golpes laterales para facilitar la acci6n del buffer de lisis.  El lisado celular

fue  centrifugado  a  19.000  g  por  10  minutos  a  4°C  y  las  protefnas  del  sobrenadante

fueron  separadas  mediante  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida-SDS  al  10%  para

finalmente ser transferidas  a  membranas  de transferencia  de  polifluoruro  de vinilideno

(PVDF).

Las  membranas fueron  bloqueadas mediante incubaci6n en  leche descremada

al  10%  en  soluci6n  salina  tamponada  con  Tris  (TBS)  conteniendo  Tween  20  al  0,1%

durante   1   hora   para   luego   ser   incubadas   con   uno   de   los   siguientes   anticuerpos

primarios:   anti-ERK   (1:1.000),   anti-p-ERK   (1:1.000),   anti-JNK   (1:1.000),   anti-p-JNK

(1:1.000)  o  anti-a-actina  (1:5.000),  segLln  el  experimento  realizado.  A  continuaci6n  las

membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos en el mismo buffer TBS-Tween para

retirar el exceso de anticuerpo prjmario y finalmente fueron incubadas con el anticuerpo

secundario   anti-rat6n   peroxidasa   (1:5.000)   en   el   caso   de   anticuerpos   primarios

monoclonales    o    anti-conejo    peroxidasa    (1:10.000)    para    anticuerpos    primarios

policlonales.

A    continuaci6n    las    membranas    fueron    reveladas    utilizando    el    kit    de

quimioluminiscencia para Western-blot ECL, y los autoradiogramas fueron escaneados

y analizados utilizando el software de procesamiento de imagenes lmageJ, que permite

hacer cuantificaci6n  relativa  de las  bandas  usando  la  correspondiente serial  de fondo

para normalizar ]a medici6n.
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5.6.-Detecci6n de la producci6n de UPA mediante Western-blot.

Con  el  fin  de  evaluar  la  producci6n  de  la  proteina  activadora  de  plasmin6geno

tipo   uroquinasa   (UPA),   se  sembraron   1   mill6n  de  fibroblastos  gingivales  para  cada

condici6n  experimental  en  placas de  cultivo  de 60  mm.  Luego  de  24  horas  las c6lulas

fueron dejadas en  medio  libre de suero para  posteriormente ser estimuladas con  CHC

y los inhibidores adecuados a cada condici6n experimental.

De acuerdo al experimento  realizado,  las c6lulas fueron  incubadas con distintos

inhibidores   para   evaluar   su   efecto   frente   al   estfmulo   con   CHC.   Los   inhibidores

utilizados fueron:  SP600125  (5  uM  por 30  minutos  previo  al  estfmulo  con 4  Lig/mL  de

CHC),  PD98059 (30 uM  por 30 minutos previo al estimulo con 4 ug/mL de CHC) y NAG

(10 iJM durante 1  hora, previo al estimulo con 4 Lig/mL de CHC).

Luego  de  48  horas  de  estimulo,  2  mL  del  medio  condicionado  resultante  de

cada   tratamiento   experimental   fueron   recolectados  y   concentrados   hasta   200   uL

utilizando  tubos  de  ultracentr[fuga  para concentrar medio,  centrifugando  a  1.500 g  por

20  minutos  a  4°C.  Las  proteinas  contenidas  en  el  medio  condicionado  concentrado

fueron  separadas  mediante  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida-SDS  al  10%  bajo

condiciones  reductoras  y  luego  transferidas  a  una  membrana  de  transferencia  de

PVDF.

Las membranas fueron bloqueadas en leche descremada al 8% en TBS-Tween

durante  80  minutos  para  luego  ser incubadas junto  al  anticuerpo  primario  contra  UPA
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(1:1.000).    A    continuaci6n    las    membranas    fueron    incubadas    con    el    anticuerpo

secundario  anti-rat6n  peroxidasa  (1:5.000)  y  finalmente  reveladas  utilizando  el  kit  de

quimioluminiscencia   ECL.   Los   autoradiogramas   fueron   escaneados   y   las   bandas

fueron analizadas utilizando el software de procesamiento de imagenes lmageJ.

5.7.- Estadistica.

Los   resultados  fueron   expresados   coma   el   promedio   ±   error  estandar.   La

validez  estadistica  de  cada  grupo  de  resultados fue  monitoreada  mediante  el  uso  del

test de t de student  para  datos  no  pareados  con  distribuci6n  Gaussiana,  con  un  nivel

de exigencia de p<0,05.
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6.- RESULTADOS

6.1.-CHC estimula la producci6n de UPA y la generaci6n de plasmina.

Con el  prop6sito de evaluar la  capacidad de CHC  para inducir la  producci6n de

UPA  en  FG  humanos,  se  realiz6  un  estimulo  con  distintas  concentraciones de  CHC,  y

el medio condicionado fue analizado mediante zimografia de caseina.

En la Figura 1  se aprecia la capacidad de CHC para estimular de manera dosis-

dependiente   la   actividad   de   UPA   en   FG   humanos.   El   estlmulo   de   FG   con   una

concentraci6n  de 4  Lig/mL de CHC  provoc6  un  aumento  en  la  actividad  de  UPA de 3,3

veces   comparada   con   su   actividad   basal.    Este   resultado   es   estadisticamente

significativo  luego  de  analizar  densitometricamente  las  bandas  de  degradaci6n  en  3

experimenios independientes (p<0,05).

Para determinar si este aumento en la actividad de UPA induce un aumento en

la    conversi6n    de    p[asmin6geno    en    p[asmina    se    analiz6    e[    medio    de    cu[tivo

condicionado de FG estimulados con CHC, mediante ensayo de difusi6n radial.

En  la  Figura 2  se  muestra que el estimulo  de  FG  con 4  LIg/mL de CHC  produjo

un   aumento   en   la   generaci6n   de   plasmina,   observado   a   traves   de   un   halo   de

degradaci6n de mayor intensidad y radio que el mostrado por el medio condicionado de

celulas no estimuladas con CHC.
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El  analisis  del  diametro  de  los  halos  muestra  un  aumento  estadisticamente

significativo  luego  de  analizar  la  respuesta  en  3  experimentos  independientes  con  un

valor de p<0,05.

F]gura  1.-CHC  estimula  la  producci6n  de  UPA  on  fibroblastos  ging]vales  humano§.  Zimografia  de

caseina  de  media  condicionado  libre  de  suero  de  fibroblastos  gingivales  estimulados  con  0,04,  0,4  y  4

Lig/mL  de  CHC  por  48  horas,  mostrando  la  estimulaci6n  en  la  producci6n  de  UPA  por  CHC  de  manera

dosis-dependiente.    El   gfafico   presenta   un   analisis   semicuantitativo   de   las   bandas   de   degradaci6n

obtenidas en 3 experimentos independientes,  mostrando el promedlo de los anallsjs densitometrioos de las

bandas y el error estandar.  El * indica diferencia estadfstica significativa entre control y c6lulas estimuladas

con 4 Lig/mL de CHC (test de t de Student,  p<0,05).  CHC=Condensado de humo de cigarrillo.
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Figura 2.- CHC est]mula la generaci6n de plasmina en fibroblastos gingiva[es  humanos.  Ensayo de

difusi6n radial de media condicionado libre de suero de fibroblastos gingivales estimulados con 4  ug/mL de

CHC  por 48  horas,  mostrando  el  aumento en  la  generaci6n  de  plasmina  por CHC.  EI  gfafico  presenta  un

analisis cuantitativo de  los  halos de degradaci6n  obtenidos en  3 experimentos  independientes,  mostrando

el  promedio  de  los  diametros  de  los  halos  de  degradaci6n  y  el  error  estandar.   El  *  indica  diferencia

estadfstica  significativa  entre  control  y  c6lulas  e§timuladas  con  4  ilg/mL  de  CHC  (test  de  I  de  Student,

p<0,05)   CHC=Condensado de humo de cigarrillo.
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6.2.-  lnhibidores  selectivos   de   las  vias   ERK1/2  (PD98059)  y  JNK  (SP600125)

inhiben la actividad y producci6n de UPA estimulada por CHC.

Con  el  fin  de  determinar  la  participaci6n  de  la  via  de  transdLicci6n  de  sefiales

ERK1/2  en  la  producci6n  de  UPA  mediada  por  CHC,  se  realiz6  un  estimulo  de  FG

humanos   con   CHC,   pre-tratando   las   celulas   durante   30   minutos   con   el   inhibidor

selectivo  de  la  proteina  quinasa  quinasa  activada  por mit6geno  (MEK-1)  PD98059.  El

medio condicionado fue analizado mediante zimografia de caseina.

La  Figura  3  muestra  que  CHC  produjo  un  aumento  en  la  actividad  de  UPA  en

FG  humanos  y  este  fen6meno  disminuy6  en  presencia  del  inhibidor  PD98059.  Una

concentraci6n de 30 uM del inhibidor no afect6 los niveles basales de actividad de UPA,

pero    si    inhibi6    la    actividad    de    UPA   estimulada    por   CHC.    Este    resultado    es

estadisticamente  significativo  producto  del  analisis  densitometrico  de  las  bandas  de

degradaci6n en 3 experimentos independientes (p<0,05).

Para determinar el rol de JNK en la producci6n de UPA estimulada por CHC,  FG

humanos   fueron   expuestos   durante   30   minutos    al    inhibidor   selectivo   de   JNK,

SP600125   para   posteriormente   recibir  un   estimulo   de   CHC.   Finalmente   el   medio

condicionado fue analizado mediante zimografia de casefna.

En  la  Figura 4  se observa  que  la  actividad  basal  de  UPA fue  inhibida  por 5  uM

de   SP600125,   mientras   que   la   actividad   de   UPA   dependien{e   de   CHC   lo   fue   a

concentraciones de 2,5 y 5  LIM de SP600125. Ambos resultados son estadisticamente
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significativos  (p<0,05)  luego  del  analisis  densitometrico  de  las  bandas  de degradaci6n

en 3 experimentos independientes.

Figura  3.-  PD98059  inhibe  la  actividad  de  UPA  estjmulada  par  CHC  en  fibroblastos  gingivale8

humanos.  Gfafico  de  actividad  de  UPA  vs.  estimulo  de  CHC  con  inhibidor PD98059.  Zimografia  del

medio  condicionado  llbre  de  suero  de  fibroblastos  gingivales  estimulados  con  4  Hg/mL  de  CHC  por  48

horas   en   presencia   del   inhibidor   PD98059   (10,   20   y   30   LIM),   mostrando   la   inhibici6n   producida   por

PD98059 sobre  la actividad de UPA estimulada par CHC.  EI gfafico presenta  un analisis densitom6trieo de

las  bandas  de  degradaci6n  obtenidas  en  3  experimentos  lndependientes,  mostrando  el  promedio  de  las

bandas  y  el  error  estandar.   EI  *  indica  diferencia  estadistica  significativa  entre  celulas  estimuladas  con

CHC   y   celulas   tratadas   con   30   uM   de   PD98059   previo   a   CHC   (test   de   t   de   Student,   p<0,05).

CHC=Condensado de humo de cigarrillo,  uPA=Act]vador de plasmin6geno del tipo uroquinasa.
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Figura  4.-  SP600125  inhibe  la  actividad  de  UPA  estimulada  por  CHC  en  fibroblastos  gingivale§

humanos.  Gfafico  de  actividad  de  UPA vs.  estimulo  de  CHC  con  inhibidor SP600125.  Zimografia  de

medio  condicionado  libre  de  suero  de  fibroblastos  gingivales  estimulados  con  4  ug/mL  de  CHC  par  48

horas   en   presencia   del   inhibidor   SP600125   (1,   2,5   y   5   uM),   mostrando   la   inhibici6n   producida   por

SP600125   sobre   la   actividad   de   UPA   basal   y   estimulada   par   CHC.   EI   gfafico   presenta   un   analisis

densitometrico  de  las  bandas de degradaci6n  obtenidas  en  3  experimentos  independientes,  mostrando el

promedio  de  las  bandas  y  el  error  esfandar.  EI  *  indica  diferencia  estadistica  significativa  entre  control  y

celulas  tratadas  con  5  uM  de  SP600125.     EI  tl  indica  diferencia  estadTstjca  significativa  entre  c6Iulas

estimuladas con CHC  y celulas tratadas con  2,5 y 5  LIM  de SP600125 previo al estimulo con CHC  (test de

t de  Student,  p<O,05).  CHC=Condensado de  humo  de  cigarrillo,  uPA=Activador de  plasmln6geno del  tipo

uroquinasa.
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Con  el  objetivo  de  confirmar  la  participaci6n  de  las  vias  de  transducci6n  de

sefiales  de  ERK  y  JNK  en  la  producci6n  de  UPA  inducida  por  CHC  en  FG,  c6lulas

fueron  tratadas  por  30  minutos  con  los  inhibidores  PD98059  y  SP600125,  para  luego

estimular con  CHC.  La  producci6n  de  UPA fue determinada  mediante Western-blot del

medio condicionado concentrado.

Como  se  muestra  en  la  Figura  5,  el  estimulo  con  CHC  (4  tJg/mL)  produjo  un

aumento de la producci6n de UPA en FG,  mientras que el tratamiento con  PD98059 (30

LIM)  y  con  SP600125  (5  LIM)  provoc6  una  importante  disminuci6n  en  los  niveles  de

proteinas de UPA presentes en el  medio condicionado de FG estimulados con CHC.

•.``  .....`.     `

UPA pe..# ng^,:ffi
CHC (ug/mL)

P-actlna
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Figura  5.-PD98059  y  SP60125  inhiben  la  produccl6n  de  UPA  estimulada  pop  CHC  en  fibroblastos

gingivale8   humanos.   Western-blot   de   medio   condicionado   concentrado   de   fibroblastos   gingivales

estimulados  durante  48  horas  con     4   ilg/mL  de  CHC  en   medio   libre  de   suero  en   presencia  de   los

inhibidores  PD98059  (30  uM) y  SP600125 (5  LiM).  La imagen  muestra el  aumento en  la  producci6n  de  UPA

estimulada  por  CHC  y  el  efecto  regulador  de  los  inhibidores  PD98059  y  SP600125  sobre  su  producci6n

mediada  por  CHC   Se  incluye  B-actina  coma  control  de  carga.  CHC=Condensado  de  humo  de  cigarrillo,

uPA=Activador de plasmin6geno del tipo uroquinasa.
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Con   el   fin   de   determinar   la   capacidad   de   CHC   para   activar   las   vias   de

transducci6n   de  sefiales,   ERK1/2  y  JNK,   se   realizaron   curvas  de  activaci6n   para

ambas   vias   de   sefializaci6n.   FG   humanos   fueron   estimulados   con   CHC   durante

distintos  intervalos  de  tiempo.  La  fosforilaci6n  de  las  quinasas  ya  mencionadas  fue

evaluada mediante ensayo de Western-blot.

Como se puede apreciar en la Figura 6, el estimulo de FG con 4 ug/mL de CHC

produjo  una activaci6n de la via de sefializaci6n  de  ERK a traves de la fosforilaci6n de

esta  quinasa,  fen6meno  que  se  extendi6  entre  los   15  y  los  60  minutos  luego  de

realizado  el  estimulo  para  decaer luego  de  3  horas.  El  grafico  representa  el  promedio

de los resultados obtenidos luego de 3 experimentos independientes.

Por otro  lado,  el estimulo de  FG  con 4  |Jg/mL de  CHC  provoc6  la  activaci6n  de

JNK,   mediante  su  fosforilaci6n.   Como  se  aprecia  en  la  Figura  7,  este  proceso  se

extiende  desde  los  5  minutos  luego  del  estimulo  hasta  sobrepasar  las  3  horas.   El

gfafico  muestra  el   promedio  de  los  resultados  obtenidos  luego  de  3  experimentos

realizados de manera independiente.
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Figura  6,- CHC activa la via de transducci6n  ERK1/2 en fibroblastos gingivales humanos. Western-

blot de  lisado  celular de fibroblastos  ginglvales estimulados  con 4  Lig/mL de  CHC  en  medio libre de suero

por 0,  5,15,  30,  60  y  180  minutes.  La  imagen  superior muestra  el  aumento  de  la  forma  fosforilada  de  la

quinasa   ERK1/2,   mientras  la   imagen   inferior  muestra   ERK1/2  total  como  control  de  carga.   El  grafico

presenta  un  analisis  semicuantitativo  de  las  bandas  de  la  forma  fosforilada  de  ERK  normallzada  por  las

bandas de ERK total,  mostrando el promedio y error estandar relativo al  control  (minute 0),  obtenido luego

de 3 experimentos  independientes.  CHC=Condensado de humo de cigarrillo,  p-ERK=Forma fosforilada de

ERK.
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Figure 7.- CHC activa  la via de transducci6n JNK en fibroblastos gingivales  humanos. Western-blot

de  lisado celular de fibroblastos gingivales  humanos estimulados con   4  ug/mL de  CHC en  medio  libre de

suero por 0,  5,  15, 30, 60 y 180 mlnutos.  La  imagen superior muestra el aumento de la forma fosforilada de

la quinasa  JNK,  mientras  la  imagen  inferior muestra JNK total  coma  control  de carga.  El  gfafico  presenta

un  analisis  semicuantitativo de  las  bandas de  la forma  fosforilada de  JNK  normalizada  por  las  bandas de

JNK  total,  mostrando  el  promedio  y  error  esfandar  relativo  al  control  (minuto  0),  luego  de  3  ourvas  de

activaci6n  obtenidas  de  manera  independiente.  CHC=Condensado  de  humo  de  cigarrillo,  p-JNK=Forma

fosforilada de JNK`
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6.4.- NAG inhibe la actividad y producci6n de UPA estimulada par CHC.

Con   el   prop6sito   de  evaluar  la   influencia   de   la  generaci6n   de   ROS   en   la

actividad  de  UPA  estimulada  por  CHC,  se  realiz6  un  estfmulo  de  FG  humanos  con

CHC,  pre-incubando las celulas durante  1  hora con el atrapador de especies radicales

de    oxfgeno,    NAG.    A    continuaci6n    el    medio    condicionado    de    cada    condici6n

experimental fue analizado mediante zimograffa de casefna.

La  Figura  8  muestra  que  NAG  (10  uM)  inhibi6  efectivamente  la  actividad  basal

de  UPA  en  FG  sin  estimulo  de  CHC.  mientras  que  concentraciones  de  5  y  10  uM  de

NAC disminuyeron  la actividad  de UPA dependiente de CHC en  FG. Ambos resul{ados

son estadisticamente significativos (p<0,05),  producto del analisis densitom6trico de las

bandas de degradaci6n en 3 experimentos independientes.

Con el  prop6sito de confirmar el papel que cumple la generaci6n de ROS en la

producci6n  de  UPA  inducida  par  CHC  en  FG,  cultivos  celulares  fueron  tratados  con

NAG durante  1  hora  para  luego recibir un estimulo de CHC.  La  producci6n  de  UPA fue

determinada mediante Western-blot del medio condicionado concentrado.

En   la  figura  9  se  muestra  que  el  estfmulo  con  CHC  (4   ug/mL)  produjo  un

aumento de la producci6n de UPA en  FG,  mientras que el tratamiento con NAG (10 uM)

provoc6  una  importante  disminuci6n  en  los  niveles  de  UPA  presentes  en  el  medio

condicionado de FG estimulados con CHC.
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Figura 8.-NAC  inhibe la actMdad de UPA e8timulada  pop CHC en fibroblastos gingivales  humanos.

Zimografia  de  medio  condicionado  libre  de  suero  de  fibroblastos  gingivales  estimulados  con  4  LIg/mL  de

CHC  por 48 horas en  presencia de  NAC  (5 y  10  uM),  exhibiendo la  inhibici6n  produclda por NAC  sobre  la

actividad  de  UPA  estimulada  par  CHC.  El  gfafico  presenta  un  analisis  densitom6trico  de  las  bandas  de

degradacj6n obtenidas en  3 experimentos independjentes,  mostrando el promedio de las bandas y el error

estandar.  El *  indica diferencia estadistica significativa entre control  y celulas tratadas con  10  uM  de  NAC

EI  ut  indica  diferencia  estadistica  significativa  entre  c6lulas  estimuladas  con  CHC  y  celulas  tratadas  con

con  5  y  10  LiM  de  NAC  previo  al  estimulo  con  CHC  (test de t de  Student,  p<0,05).  CHC=Condensado  de

humo de cigarrillo,  uPA=Activador de plasmin6geno del tipo  uroquinasa,   NAC=N-acetil-cisteina.
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Figura   9.-   NAC   inhibe   la   producci6n   de   UPA  estl.mulada   por  CHC   en   fibroblastos   gingivales

humanos.   Western-blot   de   medio   condicionado   concentrado   de   fibroblastos   gingivales   estimulados

durante 48 horas con 4 ug/mL de CHC en medio  libre de suero en presencia de  NAC  (10  ilM).  La imagen

muestra el  aumento en  la producci6n  de  UPA estimulada  por CHC y el  efecto  inhibidor de  NAG  sobre su

producci6n  mediada par CHC.  Se incluye  a-actina como control de carga.  CHC=Condensado de  humo de

cigarrillo.  uPA=Activador de plasmin6geno del tipo uroquinasa,   NAC=N-acetil-cisteina.

6.5.-CHC estimula la generaci6n de ROS.

Para   determinar   la   capacidad   de   CHC   de   producir   especies   radicales   de

oxigeno  (ROS)  intracelular en  FG  se  realiz6  un ensayo de fluorescencia.  FG  humanos

fueron   tratados   con   DCDHF-DA   para   luego   recibir   un   estimulo   de   CHC   durante

distintos   intervalos   de   tiempo.   La   generaci6n   de   ROS   fue   monitoreada   mediante

ensayo  de  fluorescencia  del  lisado  celular  con  longitudes  de  onda  de  480  nm  para

excitaci6n y 530 nm para emisi6n, respectivamente.
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El  estimulo  de  FG  con  CHC  (4  iJg/mL)  produjo  un  aumento  estadisticamente

significativo  de  la  fluorescencia  del  lisado  celular  que  va  desde  los  30  hasta  los  60

minutos despues de recibido el estfmulo (p<0,05, n=6),  pasado este tiempo se observ6

un  decaimiento en el  nive[  de fluorescencia  hacia  las 3  horas  ]uego del estimulo  inicial

(Figura  10).

Figura  10.-CHC  estimula  la  generaci6n  de  ROS,  grafico  de  fluorescencia  vs.  tiempo.  Ensayo  de

fluorescencia  de  lisado  celular de  fibroblastos  gingivales  humanos  estimulados  con  4  ijg/mL  de  CHC  en

presencia  de  DCDHF-DA  en  media  libre  de  suero  y  colorantes  por  0,  30,  60  y  180  minutos.  El  grafico

presenta  la  emisi6n  de  fluorescencia  de  6  experimentos  independientes  mostrando  el  valor promedio  de

cada  condici6n  experimental  y  el  error  estandar.   El  *  indica  diferencia  estadlstica  significativa  entre  la

emisi6n de fluorescencia a los 30 y 60 minutes luego del estlmulo con  CHC, y el control (minute 0) (test de

t de Student, p<0,05).
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7.- DISCUSION

En el presente seminario de titulo se demuestra que el condensado de humo de

cigarrillo estimula de  manera  significativa  la  producci6n  del  activador de  plasmin6geno

tipo   uroquinasa   (UPA)   y   la   conversi6n   de   plamin6geno   en   plasmina   en   cultivos

primarios de fibroblastos gingivales humanos.

Tomando  en  consideraci6n  que  la  regulaci6n  en  la  producci6n  de  UPA  es  un

punto crucial en la remodelaci6n de la matriz extracelular (Vassalli y col.,1991) y que el

humo de cigarrillo es considerado  un factor de riesgo  importante en  la progresi6n de la

enfermedad  periodontal  (Labriola  y  col.,  2005),  se  analiz6  el  papel  que  podria  cumplir

el  condensado  de  humo  de  cigarrillo  en  la  regulaci6n  de  la  producci6n  y  actividad  de

UPA   en   fibroblastos   gingivales   humanos,    encontrando   una   correlaci6n   entre   la

presencia de CHC y la producci6n de UPA.  Los resultados muestran tambien que este

efecto  es  producido  a trav6s  de  la  activaci6n  de  las  vias  de transducci6n  de sefiales

ERK1/2  y  JNK,  moderado  por  variaciones  en  el  estado  redox  intracelular  en  cultivos

primarios de FG humanos.

El incremento en  la expresi6n de UPA ha sido asociado a reparaci6n  de tejidos

alterada   (Rogers   y   col.,   1999;   Wysocki   y   col.,   1999)   y   la   destrucci6n   del   tejido

periodontal    ha    sido    atribuida    de    igual    forma    a    niveles    elevados    de    enzimas

degradadoras de  la  matriz  extracelular tales  como  serina-proteasas y  MMPs  (Kinnby,

2002;  Olofsson y col., 2003;  Beklen y col., 2006).

34
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El presente trabajo muestra que CHC puede estimular la producci6n de UPA en

FG humanos, y que este estfmulo esta asociado a la producci6n de plasmina activa.

Numerosos  estudios  han  evaluado  in  vitro  si  la  nicotina  o  el  CHC  estimulan  la

producci6n  de  enzimas  proteoliticas  en  diferentes tipos  celulares.  Nicotina  estimula  la

expresi6n  de  MMPs  en  celulas  de  mtisculo  liso  arterial  (Carty  y  col.,   1996)  y  CHC

incrementa  los  niveles  de  MMPs  en  celulas  de  endotelio  vascular  (Nordskog  y  col.,

2003; Wright y col„ 2007).  En c6Iulas epiteliales y fibroblastos de pulm6n CHC estimula

la producci6n de MMP-1  y MMP-14 (Kim y col., 2004;  Ning y col., 2007).

La  estimulaci6n   de  FG  con   nicotina   incrementa   la   actividad   de  colagenasa

(Tipton  & Dabbous.,  1995) y  la capacidad de estas c6lulas  para degradar matrices de

colageno  (Zhou  y  col.,  2007),  lo  que  sugiere  que  componentes  del  cigarrillo  podrian

estimular  la  remodelaci6n  de  la  matriz  extracelular.  Por  otro  lado,  se  ha  determinado

que  la  generaci6n  de  plasmina  es  un  potente  estimulo  para  la  activaci6n  de  MMPs

(Birkedal-Hansen y col.,1993).

Con   estos   antecedentes,   se   puede   proponer   que   la   producci6n   de   UPA

estimulada  por  CHC   puede  constituir  el  primer  paso  de  una  sefial   posteriormente

amplificada  que,  mediante  la  generaci6n  de  plasmina,  activa  una  cascada  proteolitica

que podrl'a explicar la respuesta observada en la remodelaci6n de tejidos en pacientes

fumadores.

Estudios  previos  han  determinado  que  las  vias  de  transducci6n  de  sefiales

ERK1/2  y  JNK  regulan   la   producci6n  de  UPA  tanto  en  cultivos  primarios  como  en
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diversas  lineas  celulares  (Parra y  col„  2000;  Vvitowsky y col.,  2003;  Benasciutti  y  col„

2004).   En  el   caso  de  FG   humanos  se  ha  identificado  que  la  producci6n  de  UPA

estimulada par EGF y TGF-Pl  es dependiente de las vias de sefializaci6n de ERK1/2 y

JNK  (Smith  y  col.,  2004;  Smith  &  Martlnez.,  2006).  Por  otra  parte,  se  ha  demostrado

que CHC es capaz de estimular distintas vias de sejializaci6n  incluyendo:  ERK1/2,  NF-

KB  y  EGR-1   en  celulas  epiteliales  y  fibroblastos  de  pulm6n  (Hellermann  y  col.,  2002;

Becky y col., 2004; Kim y col., 2004).

Es  un  hecho  conocido  que  la  producci6n  de  UPA  es  fuertemente  regulada  a

nivel   transcripcional.   El   promotor   de   UPA   contiene   un   elemento   enhancer   AP-1

(Proteina   de   Activaci6n   1),   el   cual   responde   a   diversos   estfmulos   extracelulares

(Besser  y  col.,  1995).  El  factor AP-1  es  un  heterodimero  compuesto  por  el  factor  de

transcripci6n c-Fos y la proteina c-Jun, cuya activaci6n depende directamente de la via

de  JNK,  y  ambos  componentes  pueden  asociarse  para  regular la  producci6n  de  UPA

(Aguirre-Guiso y col.,1999).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que bajo el estimulo de

CHC, ERK 1/2 y JNK son activadas, y confirman el papel de estas vias de transducci6n

de  sefiales  en  la  producci6n  de  UPA.  Los  experimentos  de  inhibici6n  con  PD98059  y

SP600125 sugieren que las vias de JNK y ERK estan involucradas en la producci6n de

UPA.   En  futuros  estudios   se  debera  determinar  de   manera   mas   precisa   el   papel

especlfico que tienen  estas vfas de sefializaci6n  en  la  regulaci6n de  la producci6n  de

UPA en fibroblastos gingivales humanos.



37

Las  especies  reactivas  de  oxigeno  intracelulares  han  sido  relacionadas  a  la

producci6n de UPA en celulas de carcinoma y en membranas fetales humanas (Kiguchi

y  col.,  2001;  Lappas  y  col.,  2003).  En  fibroblastos  gingivales  y  en  celulas  de  cancer

gastrico el estimulo con H202 incrementa la producci6n de UPA demostrando que ROS

esta  involucrado  en  la  regulaci6n  de  la  producci6n  de  UPA  en  estos  tipos  celulares

(Tanaka y col.,1997; Kim y col., 2005).

ROS   actt]a   como   mensajero   intracelular  en  variados   procesos  tales  coma:

transducci6n   de   sefiales,   adhesi6n   celular,   expresi6n   de   genes,   senescencia   y

apoptosis (D'autreaux & Toledano, 2007).  De igual manera,  ROS  regula la actividad de

tirosina-quinasas  (PTKs)  y  de  tirosina-fosfatasas  (PTPs).  La  oxidaci6n  transiente  de

grupos  sulfhidrilo  en   PTPs  lleva  a  la  inhibici6n  de  esas  enzimas,   mientras  que  la

oxidaci6n del  mismo grupo -SH en  PTKs produce su activaci6n  (Chiarugi, 2005).  Por lo

tanto,  un  incremento  en  la  producci6n  de  ROS,  luego  de  la  estimulaci6n  con  CHC,

podria alterar-el equilibrio entre PTKs y PTPs,  llevando a la activaci6n de diversas vlas

de seFializaci6n.

Los   resultados   de   este   estudio   muestran   que   CHC   puede   estimular   la

generaci6n  de  ROS  y  la  activaci6n  de  las vias de transducci6n  de  sefiales  ERK1/2 y

JNK para regular la  producci6n de UPA en FG  humanos.  Estos hallazgos otorgan  una

primera  aproximaci6n  hacia  la  futura  aplicaci6n  de  compuestos  antioxidantes  para  el

control de la respuesta celular del tejido gingival luego de la exposici6n a derivados del

humo de cigarrillo.



8.- CONCLUSIONES

En  el  presente  seminario  de titulo  se  logr6  determinar que  CHC  es  capaz  de

estimular la producci6n de UPA mediante la generaci6n de ROS y la activaci6n  de vias

de transducci6n de seFiales ERK1/2 y JNK en FG humanos.

Entre  los  efectos  que  produce  el  estimulo  de  CHC  sobre  FG  humanos  se

pueden indicar los siguientes:

-      En FG  humanos,  CHc estimula de manera dosis-dependiente la producci6n de

UPA y su actividad proteolitica.

-      El aumento en  la producci6n de UPA,  producido  por CHC,  es dependiente de la

actividad de ROS intracelular,

-      En   FG   humanos,    CHC   es{imula   la   generaci6n   de   plasmina   a   partir   de

plasmin6geno.

-      El incremento en la producci6n de UPA por CHC es dependiente de las vias de

sefializaci6n ERK1/2 y JNK.
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Los  efectos  del  tabaquismo   en  tejidos  periodontales   han  sido   ampliamente

estudiados  y  atribuidos  a  diversos  mecanismos,  pero  son  escasos  los  estudios  que

evaluan   el   efecto   de   los   componentes   del   humo   de   cigarrillo   en   la   expresi6n,

producci6n  y  actividad   de   UPA.   En   este  trabajo   se  muestra   por  primera  vez  que

componentes del humo de cigarrillo pueden estimular la actividad y producci6n de UPA,

y  que  este  estimulo  es  dependiente  de  la  generaci6n  de  ROS  intracelular  y  de  la

activaci6n   de   las   vias   de   sefializaci6n   ERK1/2   y   JNK   en   fibroblastos   gingivales

humanos.
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