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2. RESUMEN

Sin duda alguna, en los Ultimos afios las terapias utilizadas en la odontologia estética han sido
parte fundamental para la atencion integral de los pacientes que acuden al dentista no sélo para
fines curativos o preventivos sino también para una mejor apreciacion visual de su cavidad bucal.
En esta perspectiva es importante considerar como una terapia comunmente utilizada en la
odontologia estética, el sistema de blanqueamiento dental aplicado tanto en presencia de
vitalidad pulpar como en ausencia de la misma. El agente utilizado para el logro de estos fines ha
sido desde muchos afos atras el peréxido de hidrégeno, siendo éste no sélo el fin tnico de su uso
en odontologia, sino también como un agente hemostatico y antibacterial en cirugia bucal y
periodontal, de ahi la importancia de sus caracteristicas y de sus efectos adversos como promotor
de inflamacion producida por stress oxidativo.

El stress oxidativo es capaz de estimular una variedad de sefiales de transduccion celular en
respuesta a un evento inflamatorio. Uno de los sistemas de transduccion méas estudiados en los
Ultimos afios es el de la familia de las proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK) que esta
integrada por ERK, JNK y p38; su importancia radica en su intervencién en una variedad de
respuestas celulares como expresion de genes, movimientos celulares, mitosis, metabolismo y
apoptosis. Estudios previos con peréxido de hidrégeno han demostrado su capacidad para
estimular la fosforilacion en ERK1/2 en fibroblastos gingivales humanos. ***2

En este trabajo se estudio la fosforilacion y activacion de la proteina PKCa, ERK1/2, p38 y JNK asi
como la degradacién de Ik-B y la translocacion nuclear de NF-kB mediada por H,O, en fibroblastos
gingivales humanos. Se realizaron estudios dosis respuesta y curso temporal, para caracterizar la
fosforilacién de esta cinasas mediante ensayos de Western-Blot. Se estudié el efecto de los
inhibidores especificos de estas cinasas (PD98059, SB 203580, SP600125, Bisindolymaleimide,
Estaurosporina, Calfostin C) para caracterizar la participacion de PKCa, asi como la participacion
de las mismas en la induccién en la expresion de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2). Se observo
la translocacion al ndcleo de ERK1/2 y PKCa por el tratamiento con H,O,, mediante ensayos de
inmunohistoquimica y microscopia confocal. Mediante aislamiento de fracciones citoplasmicas y
nucleares se observé la degradacion de Ik-B en el citoplasma y la translocacion de NF-kB al
ndcleo. Por ensayos de RT-PCR se observo la expresién del oncogene c-fos.

Los experimentos realizados 5 ocasiones por separado fueron analizados de acuerdo a su
densidad éptica por el sistema Labworks.

Nuestros resultados muestran que el H,O; induce la fosforilacion de PKCa, ERK1/2, p38 y JNK
desde una dosis de 10 uM y a partir de los 10 minutos de tratamiento. Se encontré ademas que es
mediante la via MAPK y en mayor medida JNK, que se induce la expresion de COX-2, al ser
estimulada por H,O, desde una dosis de 200uM y partir de un tiempo de 4 horas.

Por otra parte encontramos que el H,O, induce la degradacién de Ik-B, promoviendo de esta
manera la translocacién de NF-kB al nlcleo. Asi mismo se observé que el H,O, es un agente
promotor para la expresion del oncogene c-fos.

En conclusion se caracteriz6 la participacion en primera instancia de PKCa para promover la
fosforilacién de proteinas pertenecientes a la familia de la via de las MAPK (ERK 1/2), y la
participacion de otras proteinas pertenecientes a esta misma familia (p38 y JNK) para inducir la
expresion de COX-2, por H,O, en FGH. Ademas de reconocer la expresion del oncogene c-fos
previa traslacion del factor de transcripcion NF-kB al ndcleo, por estimulacion con H,O, en
fibroblastos gingivales humanos.



3. ANTECEDENTES

Los primeros intentos para llevar a cabo el blanqueamiento de dientes
datan de finales del siglo XIX y evolucionaron con dos enfoques basicos: el uso de
acido clorhidrico en microabrasion y el uso de peroxido de hidrogeno (H202), que
paso a constituir la base de la mayoria de las técnicas de blanqueamiento que se
utilizan actualmente.

Abbot, en 1918, y Prinz, en 1924, consiguieron el éxito mediante la
utilizacion del peroxido de hidrégeno estabilizandolo en agua (superoxol al 30%).
Ames, en 1937, informé de la primera alternativa al acido clorhidrico para eliminar
las manchas de fluorosis: 5 partes de peroxido de hidrégeno al 100% y 1 parte de
éter. Younger, en 1939, elabord su propia solucion blanqueante, constituida por 5
partes de perdxido de hidrogeno al 30% y 1 parte de éter anestésico, solucion que
se aplicaba sobre los dientes y se calentaba. En 1970, Cohen y Parkins
informaron sobre el uso del superoxol al 30% con aplicacion controlada de calor
con redstatos en el blanqueamiento de dientes de pacientes con fibrosis quistica o
manchados a consecuencia del uso de tetraciclinas. En 1972, Arens presentd los
resultados de su trabajo sobre dientes manchados por tetraciclina con una
modificacion de la técnica de Cohen y Parking, Arens redujo el uso del superoxol
en menos semanas de 30 a 35% y aplicd calor controlado con un aparato
desarrollado por la Union Broach Company. Westlake, en 1985, emple6 parazona
(peroxido de hidrégeno y éter) con corriente eléctrica para blanquear dientes. En
1987, Feinman, Golstein y Garber ampliaron las indicaciones y desarrollaron
técnicas de blanqueamiento con peréxido de hidrogeno para distintas manchas
dentales, adicionando la utilizacion de un pregrabado con &cido fosforico al 37%
durante 20 segundos y el empleo de una luz de calor a temperaturas de 115-140°
F (40-60°C) con peréxido de hidrogeno al 35%.

En 1988, Haynie y Emett introdujeron una técnica con peroxido de
hidrégeno sin uso de calor. La mezcla de perdéxido de hidrégeno al 35% con
didéxido de silicio, polvo inerte, da como resultado un gel, siendo mayor su

permanencia sobre los dientes por su viscosidad, lo que ademas, a decir de sus



creadores, permitia reducir al minimo la utilizacién del aislamiento absoluto con
dique de hule o emplear geles gingivales protectores, ambos procedimientos no
aseguraban que se evitara totalmente el contacto directo como encia ademas de
que estudios posteriores demostraron que por tabulos dentinarios era la via de
acceso indirecta de este agente hacia los tejidos periodontales y con ello
ocasionar respuestas inflamatorias en la composiciéon celular de los mismos.

Se ha estudiado de manera importante los efectos que este agente tiene en
la abrasién y micro fracturas del esmalte, pudiendo llegar a ocasionar dafos
pulpares cuando no se sigue una terapéutica adecuada o cuando se hace uso
indistinto del mismo, pero no existen estudios que se hayan enfocado a tratar de
entender y caracterizar los efectos que puede ocasionar a nivel intracelular en el
componente celular de la encfa, los fibroblastos gingivales *?. Al respecto existen
diversos estudios que demuestran el papel de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) y dentro de éstas el peroxido de hidrogeno como agente que promueve la

activacion de vias de transduccion intracelulares.

Se ha demostrado que la exposicion a dosis relativamente bajas de ROS, tales
como peroxido de hidrogeno, induce muerte celular en algunos tipos celulares y
puede ademas inducir la activacibn de centenares de cascadas de sefales
intracelulares incluyendo la activacion de la via de las proteinas cinasas activadas
por mitogeno (MAPK), la via de fosfoinositdo 3-cinasa/ proteina cinasa B (PI3-
K/AKT), la translocacion del factor nuclear kappa-B (NFk-B) y la activacion de
fosfolipasa C-y.*°

Los mecanismos por los cuales el estrés oxidativo activa estas sefales
intracelulares no han sido caracterizados. Estudios recientes has demostrado que
centenares de receptores de factores de crecimiento se activan por ROS vy
subsecuentemente la activacibn de cascadas abajo de sefalizacién,
contribuyendo significativamente a la supervivencia celular. En respuesta
especifica al peroxido de hidrogeno, se ha encontrado que el receptor para el

factor de crecimiento epidermal, el factor para el crecimiento derivado de



plaguetas o el de insulina pueden ser activados, asi mismo las proteinas ERK1/2 y
AKT en algunos tipos celulares. ***2

Estudios anteriores, han demostrado que como estimulo directo, las
especies reactivas del oxigeno, pueden causar cada una de ellas, apoptosis o0
necrosis dependiendo de las concentraciones utilizadas y el tipo celular. Niveles
elevados de ROS han sido detectados en algunas condiciones apoptéticas y se
cree que la mitocondria es la principal fuente de produccion de ROS intracelular.

Algunos reportes 1#16:20:21:22

, @ menudo sugieren resultados contradictorios
respecto a los efectos de ROS, como el hecho de que son la llave para que las
moléculas reguladoras, tales como caspasas, factores de transcripcion nuclear
como NF-kB y otras cinasas activadas por estrés celular, estén involucradas en la
ruta de sefializacion que media la muerte celular. Sin embargo, esto permanece
para futuras investigaciones. También se ha demostrado la participacion de otra
proteina, miembro de la familia MAP cinasas, JNK como una de las principales
cinasas reguladoras en el evento de la cascada que induce muerte celular por
peréxido de hidrégeno. 2

El peroxido de hidrégeno como agente importante en el estrés oxidativo, es
un mediador fisiolégico de varias respuestas celulares, diversas tirosinas-cinasas
incluidas p56 y p59 son activadas transitoriamente por este agente, en términos de
regulacion en las actividades de factores de transcripcién, el perdoxido de
hidrégeno se ha encontrado que estimula a translocacion de STAT3 al ndcleo y
esto esta ligado a una aumento en la actividad transcriptora en linfocitos humanos.

La activacion y translocacion nuclear de STAT3 estd acompafiada por la
fosforilacion de moléculas en residuos de tirosina. En adicion al perdxido de
hidrogeno, puede inducir la expresion de interleucina-6 (IL-6) y del inerferon-
gamma (IFNy), por la estimulacion de la actividad de STAT3, resultando en la
modulacién de varias respuestas fisiopatolégicas. =

Una de las proteinas que ha sido caracterizada en tratamientos de células
con peroxido de hidrégeno, es la proteina cinasa C (PKC), todas las isoformas
examinadas incluidas o, y vy de cPKC, 6 y ¢ de nPKC y & de aPKC, son

fosforiladas en residuos de tirosina y activadas cataliticamente en sus dominios



correspondientes siendo esto crucial para su actividad enzimatica. Hasta ahora
han sido identificados como sitios de fosforilacion para PKC, las regiones amino
terminal Tyr>?y Tyr'®. 4

El estrés oxidativo puede romper un nimero de rutas celulares y disparar la
apoptosis celular a través de la activacion de proteinas cinasas por estrés y de la
rutar del factor nuclear-kB. Igualmente la adicibn de ROS en cultivos celulares
humanos puede estimular la ruta de p21 Ras-MAPK, siendo esta actividad un

eslabén importante del receptor de membrana con respecto al ntcleo. *°



4. INTRODUCCION
4.1 PERIODONTO

El periodonto, llamado también aparato de insercién o tejido de sostén del
diente esta formado por encia, ligamento periodontal, cemento radicular y
hueso alveolar.
Su principal funcién es unir el diente al tejido 6seo de los maxilares y conservar la

integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad bucal. ** %3
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Fig. 1 Esquema de las estructuras del periodonto: encia (G), ligamento periodontal (PL), cemento radicular
(CR), hueso alveolar propio (ABP) y apdfisis alveolar (AP)
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan Lindhe. Thorkild Karting.

ENCIA.

Es la parte de la mucosa masticatoria que cubre los procesos alveolares y

rodea las porciones cervicales de los dientes. Se divide anatdmicamente en encia
marginal y encia insertada.

Fig. 2 Imagen de la encia clinicamente sana.
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe. Thorkild Karting



La encia marginal, también denominada libre es el borde de la encia que
rodea los dientes a modo de collar, es de color rosa coral, tiene una superficie
opaca, consistencia firme y comprende el tejido gingival de las zonas vestibulares,
lingual y palatino de los dientes, asi como la encia interdental o papilas
interdentarias. En el lado vestibular y lingual de los dientes, la encia libre va en
sentido coronal del margen gingival libre, en sentido apical hasta el surco gingival
gue esta ubicado en un nivel que corresponde con el limite cementoadamantino,
cuya profundidad es de 3 mm. El surco gingival es el espacio profundo alrededor
del diente circunscrito por su superficie en un lado y el revestimento epitelial del
margen libre de la encia por el otro. La encia interdental corresponde a las
papilas interdentales, su forma esta dada por las relaciones de contacto entre los
dientes, la anchura de las superficies dentales proximales y el curso de la unién

cementoadamantina.

Fig. 3 Disposicion clinica y gréfica de la encia
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan Lindhe. Thorkild Karting.

La encia insertada, también llamada adherida, se encuentra limitada en
sentido coronario por el surco gingival libre y se extiende en direccion apical hacia
la unibn mucogingival, donde se contintia con la mucosa alveolar. Su textura es
firme, es color rosa coral y se caracteriza por un puntilleo parecido a cascara de
naranja. Esta adherida firmemente al hueso alveolar y cemento subyacente, por

fibras conectivas y es por tanto casi inmovil en relacion con la encia libre.



Fig. 4 Encia marginal (GG) y encia insertada (AM)

Periodontologia Clinica e Implantologia Odontolégica. Jan Lindhe. Thorkild Karting.

La papila gingival es la parte de la encia que se sitla en el espacio interproximal
creado por los dientes adyacentes en contacto. Puede ser deprimida en la zona
central, debajo del punto de contacto, con dos papilas mas elevadas en vestibular,
lingual y palatino. Esta integrada por encia marginal e insertada en cantidades
variables, de acuerdo con el tipo de contacto de los dientes contiguos esta
constituida por un sector central de tejido conectivo fibroso cubierto por un epitelio
escamoso estratificado.

El fluido gingival o crevicular es el encargado de hidratar el surco gingival y la
union epiteilio-diente, proviene del tejido conectivo y tiene una doble funcién:

e El arrastre mecénico de particulas titulares o externas introducidas.

e La defensa inmunitaria, por la presencia de anticuerpos.
Contiene ademas proteinas plasmaticas que aumentan la adherencia del epitelio
al diente. Microscépicamente, la encia esta formada por tejido epitelial y tejido
conjuntivo.t
Tejido epitelial.

La encia libre esta formada por un epitelio que se encuentra diferenciado de

la siguiente forma: epitelio bucal que da hacia la cavidad bucal, epitelio sulcular
bucal que va hacia el diente sin ponerse en contacto con el mismo, y un epitelio

de union gque establece el contacto entre encia y diente.
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Fig. 5 Esquema de un corte histolégico que describe la composicién de la encia y el area de contacto entre la
enciay el esmalte.
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe. Thorkild Karting

Epitelio bucal : histologicamente corresponde a un epitelio escamoso estratificado

queratinizado que se diferencia de acuerdo a su grado de queratinizacion de la

siguiente manera:

e Capa basal

e Capa de células espinosas

e Capa granular

e Capa cornificada
El tejido epitelial esta separado del tejido conectivo por medio de la membrana
basal, la cual esta formada por dos capas; un lamina licida que mira hacia las
células basales y en un ldmina densa que mira hacia el tejido conectivo y de la
cual se desprenden las fibras de anclaje.

Las células basales que se encuentran en contacto con la lamina lucida
presentan unas zonas gruesas conocidas como hemidesmosomas. Los
tonofilamentos citoplasmaticos de la célula convergen hacia estos
hemidesmosomas, asi estas estructuras participan en la insercién del epitelio a la
membrana basal.

La union entre las células esta dada por otras estructuras conocidas como

desmosomas, que pueden considerarse como hemidesmosomas encontrados.



Tejido conjuntivo: es el tejido predominante de la encia y del ligamento

periodontal, esta formado por fibras colagenas en un 60%, fibroblastos en un 5%,
vasos, nervios y matriz en 35%.

Las células que predominan son los fibroblastos (65%), después de ellos,
en menor porcentaje se encuentran macréfagos, mastocitos, neutrofilos, linfocitos

y plasmaocitos.

Fibroblasto

El fibroblastos se caracteriza por ser una célula grande, plana y ramificada,
fusiforme o estrellada. Su nucleo es de forma ovalada y tiene una membrana
nuclear, uno o dos nucleolos notables y una pequefia cantidad de cromatina en
granulos finos. En su citoplasma se encuentra un reticulo endoplasmatico
granuloso bien desarrollado con ribosomas, su aparato de Golgi que es de
tamafio considerable, mitocondrias son grandes y tonofilamentos delgados. En la
periferia de la membrana celular se encuentran vesiculas, cuya funcion es la
produccion de los diversos tipos de fibras de colagena, reticulina y elasticas, se
puede encontrar ademas componentes de la matriz extracelular como los
glucosaminoglucanos y glucoproteinas. La funcidén principal del fibroblasto es
involucrarse en la reparacion de los tejidos periodontales cuando existe una lesién

en los mismos.

Fig. 6 Esquema de un fibroblasto: red de tejido conectivo (F), espacio intermedio (CF) y matriz (M).
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe. Thorkild Karting



Mastocito.

La funcion del mastocito es la de producir ciertos componentes de la matriz
celular, susbstancias vasoactivas que pueden afectar el sistema microvascular y
controlar con ello el flujo sanguineo a través del tejido, dichas sustancias son la

histamina y la heparina, acumuladas en las vesiculas del citoplasma celular.

Macroéfago

La funcion del macrofago es fagocitica, por lo que en su citoplasma se
observan vesiculas lisosdbmicas con material fagocitado  conocido como
fagosomas. Este tipo celular se encuentra en mayor proporcién en los tejidos

inflamados y derivan de los monolitos sanguineos dentro de los tejidos. *% 3

Fibras
Las fibras que se encuentran en el tejido conectivo se dividen en fibras
colagenas, fibras eslasticas, fibras de reticulina y fibras oxitalanicas.
Las fibras colagenas son las predominantes y son producidas principalmente por
el fibroblasto, aunque también los cementoblastos y osteoclastos poseen esta
capacidad. Algunas de estas fibras se distribuyen al azar y otras se organizan en
fasciculos con una orientacién definida, en donde se distinguen: 2
e Fibras circulares: siguen un curso dentro de la encia libre y rodean al
diente.
e Fibras dentogingivales: estan incluidas en el cemento de la porcion supra-
alveolar de la raiz y siguen un trayecto en abanico hacia la encia libre.
e Fibras dentoperibsticas: siguen un trayecto en abanico igual que las
anteriores pero van hacia el cemento de la porcion intra-alveolar de la raiz.
e Fibras transeptales: se extienden del cemento supra-alveolar de dientes

vecinos.



Fig. 7 Disposicién de las fibras de la encia
Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe. Thorkild Karting.

Las fibras de reticulina se encuentran adyacentes a la membrana basal y en el
tejido conjuntivo laxo que rodea a los vasos sanguineos.
Las fibras oxitalanicas estan presentes en la encia y en el ligamento periodontal,

su funcién aun es desconocida.

Matriz Extracelular

La matriz del tejido conectivo es el medio donde estén incluidas las células
de dicho tejido, es ahi donde se difunden los nutrientes para que estas
sobrevivan. Su principal componente son las macromoléculas de polisacéaridos y
proteinas, se dividen en proteoglicanos y glucoproteinas. Los proteoglicanos
contienen glucosaminoglicanos como polisacaridos que estan unidos a su porcién
proteica. EI componente proteico predominante son las glucoproteinas como la

fibronectina, osteonectina y algunos proteoglicanos.

Vasos sanguineos
La vascularizacion del tejido periodontal proviene de las ramas de las

arterias alveolares superior e inferior. 2



Nervios

La innervacion de la encia proviene de las ramas maxilar y mandibular del

nervio trigémino.

LIGAMENTO PERIODONTAL

Es el tejido conectivo blando, muy vascularizado y celular que rodea las
raices dentales y se une al hueso, une al cemento radicular con la lamina dura del
hueso alveolar propio. ? En sentido coronario, se continua con la lamina propia de
la encia y se encuentra separado de ésta por los haces de fibras de colagena
que conectan la cresta del hueso alveolar con la raiz.

Interviene facilitando la distribucién y absorcion de las fuerzas generadas
durante la funcion masticatoria y en otros contactos dentarios, hacia la apofisis
alveolar por la via del hueso alveolar propio. También es esencial para el

movimiento dental inducido.

Sus funciones mas importantes corresponden a la disposicién de sus fibras:

1. Fisicas: Dan soporte al diente y permiten movimientos de éste dentro de
los alvéolos y amortiguan la presion ejercida al hueso durante la
masticacion.

2. Formativa y de remodelacion: De hueso y cemento, que ocurren en el
movimiento dental fisiologico, en el acomodo del periodonto ante las
fuerzas oclusales y en la reparacion de las lesiones.

3. Nutritiva y sensorial: proveen nutricion e inervacion al cemento, hueso y

pulpa.



Las fibras que lo conforman son:

ACF ~__

QF

APF ~

Fig.8 Esquema de las fibras del Ligamento Periodontal con respecto al hueso (ABP) y el cemento radicular
(RC). Fibras de la cresta alveolar (ACF), Fibras horizontales (HF), Fibras oblicuas (OF) y Fibras apicales
(APF).

Periodontologia Clinica e Implantologia Odontoldgica. Jan Lindhe. Thorkild Karting

e Grupo de la cresta alveolar, se extiende desde el area cervical de la raiz
hasta la cresta alveolar.
e Grupo horizontal, dispuestas de manera perpendicular desde el diente
hasta el hueso.
e Grupo oblicuo, estan orientadas de forma oblicua con inserciones en el
cemento y se extienden mas oclusalmente en el alveolo.
e Grupo apical, se diseminan desde el apice dental hasta el hueso.
La disposicion de ésta fibras, les permite sustentar las fuerzas recibidas por el
diente.

El ligamento periodontal ésta compuesto de fibrillas colagenas
principalmente, dispuestas en haces. La colagena representa el 50% del peso
seco de todo el ligamento periodontal, se suma a esto las fibras elasticas y
oxitalanicas. Cerca de la parte media del ligamento, cruzan canales de tejido

conectivo laxo, que contiene vasos sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas.



CEMENTO RADICULAR

Es un tejido mineralizado especializado que recubre las superficies
radiculares de los dientes, no posee vasos sanguineos, ni linfaticos, no posee
inervacion, reabsorcion, pero se deposita continuamente toda la vida. @

Esta formado por fibras colagenas incluidas en un matriz organica. Su
contenido mineral, lo constituye principalmente la hidroxiapatita en un porcentaje
de 95% del peso. Sus funciones principales son la reparacién de la superficie
radicular y la insercion del ligamento periodontal.

Existen dos tipos de cemento: cemento acelular y cemento celular.

Cemento acelular : también es llamado primario y se forma a medida que se va

formando la raiz. Cubre siempre la parte cervical del diente.
Cemento celular : también es llamado secundario y se forma después de la

erupcion dentaria y en respuesta a las exigencias funcionales. Cubre la porcion

apical de la raiz del diente.

Los dos tipos de cemento son producidos por el cementoblasto que al quedar
contenidos dentro del cemento, reciben el nombre de cementocitos.

En la parte correspondiente al cemento acelular se puede observar la
insercion de fibras del ligamento periodontal que se insertan tanto en el cemento

como en el hueso y se conocen como fibras de Sharpey. 2

HUESO ALVEOLAR

Es la parte de los maxilares superior e inferior, también es llamada apofisis
alveolar, va a formar y a sostener los alvéolos de los dientes.
Su funcion principal es la de distribuir y reabsorber las fuerzas generadas, por la
masticacion y por otros contactos dentarios.
El hueso alveolar esta constituido por una matriz colagena calcificada, con
osteocitos encerrados en espacios denominados lagunas. Los osteocitos tienen

prolongaciones que se anastomosan, traen oxigeno y sustancia nutritivas a las



células. Las dos terceras partes de la estructura Osea estan formadas por
minerales (calcio, fosfato, carbonatos) en forma de cristales de hidroxiapatita.
Se distinguen dos tipos de hueso:
e Hueso cortical, en ocasiones es llamado lamina dura y se refiere a la
porcién de hueso alveolar que cubre el alveolo.
e Hueso esponjoso, es la porcion de la apdfisis alveolar y tiene aspecto de
red.
El hueso alveolar, junto con el cemento radicular y el ligamento periodontal
constituyen el aparato de insercién de los dientes.

La lamina dura o hueso compacto esta perforado por multiples conductos
de Volkmann, a través de los cuales pasan los vasos sanguineos vy linfaticos, asi
como fibras nerviosas, estos conductos van desde el hueso alveolar hasta el
ligamento periodontal.

Las unidades estructurales basicas del hueso cortical son el sistema
Haversiano, que son estructuras cilindricas y orientadas longitudinalmente
alrededor de los conductos vasculares.

El hueso esta formado por las células llamadas osteoblastos y es
reabsorbido por los osteoclastos. Los osteblastos primero producen el osteoide,
constituido por fibras colagenas y una matriz que contiene proteoglucanos
glucoproteinas; este osteoide experimenta una mineralizacion por depdésitos de
minerales, como calcio y fosfato, que posteriormente se transforman en
hidroxiapatita. Durante este proceso de mineralizacion los osteoblastos pueden
ser incluidos en el osteoide y quedar atrapados y reciben el nombre de osteocitos,

los cuales se nutren y comunican por medio de sus prolongacines citoplasmicas.

4.2 AGENTES BLANQUEADORES DE USO DENTAL

Para realizar tratamientos blanqueadores estéticos en dientes vitales se
utilizan agentes que permitan este propésito, entre ellos se encuentra el peréxido
de hidrégeno en una concentracion de 30 o 35 % en forma de liquido o gel.

El per6xido de hidrogeno es un agente que tiene capacidad como agente

blanqueador debido a la liberacion de oxigeno, mediante un efecto de limpieza



mecanica Yy de reacciones de oxidacion y reduccion. Pigmentaciones como las
ocasionadas por el uso de medicamentos como las tetraciclinas deben su
eliminacion por peréxido a la degradacion oxidativa del anillo quindnico. Los
mecanismos varian dependiendo del tipo de manchas existentes vy de las
condiciones fisicoquimicas presentes en el momento de la limpieza que estan
determinadas por factores como: pH, temperatura, cocatalizadores, iluminacion y

otras condiciones.

Fig. 9 Blanqueamiento dental en zonas de dientes anteriores superiores. Odontologia Estética. Principios de
comunicacion métodos terapéuticos. Goldstein Ronald E.

El peréxido de hidrégeno puede liberar radicales libres
H,0O, — He + «OOH 0 H,0O, —» HOe + ¢OH

aniones prohidroxilo
H,O, > HY + :O0H

0 una combinacion de radicales libres y aniones
HOQe + OH — Oy e + H,O
en una solucion basica y
HOOe —> O, @ + H*

en una solucioén acida.



Estos compuestos tienen afinidad por enlaces alquenos (dobles) ricos en

electrones y forman epdxidos que son inestables y pueden formar alcoholes.

0 HO OH
(C=C+0. * +H0. C - C)
c=C

Los enlaces dobles pueden producir manchas y la ruptura de estos enlaces

elimina a menudo las manchas. Se forman compuestos mas hidrosolubles, que se

pueden eliminar mas facilmente. El peréxido de hidrogeno aumenta la

permeabilidad del diente, favoreciendo asi el movimiento de los iones a través del

diente, debido al bajo peso molecular del perdxido de hidrégeno y a su capacidad

para desnaturalizar las proteinas.

Efectos adversos del blanqueamiento dental con peroxido de hidrégeno.

El peréxido de hidrégeno al 35 % puede desnaturalizar la dentina,
induciendo una respuesta a cuerpo extrafio frente a elementos del tejido
gingival circundante, lo que puede producir una resorcion cervical.

Aplicado internamente puede contactar directamente con la membrana
periodontal a través de los tabulos dentinarios permeables o de conductos
radiculares laterales o0 accesorios, esto puede provocar una reaccion
inflamatoria que en un momento determinado puede llegar a ocasionar
resorcion cervical.

Puede infiltrarse entre la gutapercha y las paredes de conducto radicular y
llegar hasta la membrana periodontal produciendo resorcién radicular a
nivel apical.

Cuando se utiliza mezclado con perborato sodico puede reducir el pH en la
zona de la membrana periodontal incrementando el riesgo de resorcion

cervical.



Fig.10 Procedimiento de elaboracion de guarda para aplicar el sistema de blanqueamiento en donde se
observa que no existe un elemento protector para el espacio que esta en contacto con encia marginal.
Odontologia Estética. Principios de comunicacion métodos terapéuticos. Goldstein Ronald E.

Cubeta de
blanqueamiento
Gutapercha
Depdsito Sellado con
gutapercha

Acceso abierto

Fig.11 Disposicion de la guarda o cubeta de blanqueamiento en contacto con la superficie del esmalte y un
limite poco preventivo de aislamiento con la encia marginal (flecha) y el agente blanqueador (perdxido de
hidrégeno). Odontologia Estética. Principios de comunicacién métodos terapéuticos. Goldstein Ronald E.



4.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS.

ROS, significa especies reactivas del oxigeno de acuerdo a sus siglas en
inglés, incluye un grupo de moléculas tales como peroxido de hidrogeno, anién
superoéxido, oxigeno simple y radicales hidroxilo. *°

Niveles bajos de especies reactivas del oxigeno son regularmente
producidas durante el metabolismo fisioldgico. Intervienen en el dafo celular y
estan implicadas en la patogénesis de una variedad de enfermedades como
diabetes, cancer, ateroesclerosis y enfermedad de Alzheimer. 1% 1112

La molécula de oxigeno (O;2) es esencial para el mantenimiento de la vida
en los organismos aerobios microaerofilicos, sin embargo para las células el
oxigeno en altas concentraciones puede ser altamente toxico debido a su
capacidad de ser xenobidtico, es decir, produce especies reactivas como el

peroxido de hidrégeno y radicales superoxido e hidroxilo.

La molécula de oxigeno puede ser considerada como un biradical debido a
los dos electrones que se encuentran desapareados en sus Ultimos orbitales. ®

La disposicion paralela que presentan los electrones confiere al oxigeno
una baja habilidad por aceptar un par de electrones de otra molécula que presenta
los electrones antiparalelos. Asi la reduccién del oxigeno se retarda por la
aceptacion de electrones de uno en uno y genera especies reactivas.

El oxigeno puede aumentar su reactividad si uno de los electrones solitarios
absorbe energia e invierte su rotacion generando una especie conocida como
singulete.

El radical superéxido (O2) no es muy reactivo, pero es potencialmente
dafiino debido a la capacidad que tiene de originar especies como el radical
hidroxilo (OH). El O, al ser dismutado produce H,O, Yy este puede generar HO.

El H,O, no es un radical libre, es una especie reactiva con capacidad
oxidante débil. Difunde y cruza membranas facilmente y tiene la capacidad de



reaccionar con metales como Fe*" y Cu* para formar radicales hidroxilo de

acuerdo con la siguiente reaccion descrita por Fenton en 1894

H,0, + Fe* 4% Fe** + HO OH
El peréxido de hidrégeno también puede generar radicales hidroxilo al sufrir fision
homolitica por accién de algunos tipos de energia como radiaciones ionizantes o
calor.
H,0, > ‘OH + OH

Durante el transporte de algunos elementos de la cadena respiratoria
principalmente en los complejos nicotinamida adenina dinucleétido reducido
(NADH) coenzima Q reductasa y en las dos formas reducidas de la coenzima Q,
se produce una fuga de electrones (autooxidacién de semiquinonas), que se

reducen en dioxigeno y originan superoxido.

Ademas de la cadena respiratoria existen otros mecanismos metabolicos
generadores de radicales libres, en los que actian enzimas que degradan
radicales superéxido y producen peroxido de hidrogeno (H202) y oxigeno (O5).

La fuente principal de produccion de perdxido de hidrogeno (H.0,) es la
dismutacion del radical superéxido, reaccidén intracelular catalizada por el
superoxido dismutasa (SOD). La descomposicion del peréxido de hidrogeno
(H20O,) ocurre en los peroxisomas, organelos celulares especializados que
contienen enzimas del tipo de las peroxidasas, como la catalasa. El peroxido de
hidrégeno (H,O;) también se forma por accidon de enzimas como glicolato oxidasa,
D-L amino oxidasa y urato oxidasa, durante la B-oxidacion de &cidos grasos de
cadenas largas en la sintesis de colesterol de las purinas en el catabolismo de los
aminoacidos, fotosintesis y por accion metabdlica de la células del sistema
inmune.

Las células fagociticas cuando son estimuladas en la superficie membranal,
incrementan su consumo de oxigeno por el fendmeno llamado estallido o “burst”

respiratorio; que resulta en la produccion de radicales superoxido via NADPH



oxidasa y a partir del cual pueden formarse otras especies reactivas del oxigeno
como peroxido de hidrégeno (H,0,). °

Un aspecto importante de los efectos bioldégicos de ROS, es su papel
regulador en la muerte celular, pueden actuar como activadores directos o como
segundos mensajeros al activar algunos otros estimulos, tales como el Factor de

Necrosis Tumoral (TNFa). *

Mecanismos de transformacion de radicales libres en los sistemas

bioldgicos.

Las células presentan mecanismos que permiten contrarrestar los dafios
producidos por las especies reactivas de oxigeno. Los principales mecanismos de
defensa antioxidante son:

Barreras fisiologicas que impiden el paso del oxigeno ambiental al interior celular.

Defensas antioxidantes no enzimaticas como la vitamina E (o y B tocoferoles),
vitamina C (&cido ascorbico), los carotenos, el glutation, la bilirrubina y el acido
arico entre otros.

Defensas antioxidantes enzimaticas. La proteccion enzimatica celular puede
dividirse en tres categorias, la primera linea de defensa la componen la
catalasa, peroxidasa y superoxido dismutasa (SOD), que actuan destruyendo a
los radicales libres antes de que actien sobre moléculas blanco. Las enzimas
dependientes de glutation (peroxidasas y transferasas) componen la segunda
linea de defensa, asi como el citocromo Py4so. La Ultima categoria actia

directamente contra los grupos carbonilos. *°

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se refiere al desequilibrio en la produccibn aumentada
de ROS y a la funcién deteriorada del sistema antioxidante. **
Los estados fisiologicos estables se mantienen el evitar que aumente la
concentracion intracelular de especies reactivas de oxigeno. Para ello la célula

debe mantener un equilibrio entre el poder reductor y la concentracién intracelular



de dioxigeno. El estado hiperoxidante se genera cuando se rompe este equilibrio
debido a factores como:

1. Aumento subito en la entrada de oxigeno ambiental.

2. Una disminucion brusca en la entrada de dioxigeno.

3. Lainhibicion de la cadena respiratoria.

4. Un incremento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno provenientes

del metabolismo celular por efecto de radiaciones.

o

Falta de mecanismos antioxidantes eficientes.
6. La disminucién del poder reductor por falta de nutrientes o por la presencia de
sustancias oxidantes.

7. Unincremento de las especies reactivas de oxigeno provenientes del exterior.

El estado hiperoxidante aunque se genera en condiciones fisiologicas, puede
producirse experimentalmente y asi estudiar la respuesta celular ante un estrés
oxidativo. La célula tiene que ajustar su capacidad de reducir dioxigeno y sus
especies reactivas modificando sus mecanismos antioxidantes.

Los organismos presentan sistemas que se adaptan y contrarrestan los
cambios drasticos producidos en el ambiente, por ejemplo cuando se da un estrés
oxidativo, se induce la expresién de algunos genes que codifican para enzimas
antioxidantes y mecanismos de reparacion de DNA.

La respuesta celular al estrés oxidativo puede ser diferente, como: muerte
celular, interrupcién del crecimiento, proliferacion o transformacion, los cuales son
dependientes del estimulo estresante en tiempo y dosis, tipo celular y el medio

ambiente circundante encontrado. *°

4.4 SENALES CELULARES Y VIAS DE TRANSDUCCION
La membrana plasmatica separa a la célula del medio que la rodea. Sélo
es permeable a pequefias moléculas solubles en lipidos, como las hormonas

esteroideas que pueden difundir a través de ella para adentrarse en el citoplasma.



Es impermeable a los materiales solubles en agua, incluyendo los iones,
pequefias moléculas inorganicas y polipéptidos o proteinas. La respuesta al
material hidrofilico depende de la interaccion sobre la cara extracelular de la
célula con un componente proteinico de la membrana plasmatica. La molécula
extracelular es llamada ligando la proteina de la membrana plasmatica que la une
es llamada receptor.

Un receptor de membrana se define como una estructura quimica capaz de
recibir al mensajero y de transmitir el mensaje para que se produzca la respuesta
de la célula. EIl receptor es una proteina grande de peso molecular elevado y sus
funciones principales son reconocer al mensajero y activar la secuencia de
eventos que conducen a la respuesta celular. La informacion para sus sintesis
esti almacenada en el material genético de cada célula, su superficie presenta un
sitio de reconocimiento al que se le une el mensajero. El mensajero y el receptor
se unen con un alto grado de afinidad y especificidad.

La afinidad es la facilidad de interaccion entre 2 substancias. Por su
localizacion los receptores se pueden dividir entre dos grandes funciones los que
localizan en la membrana plasmatica y los intracelulares.

Las transmisibn de una sefal implica la interaccion de un ligando
extracelular con una proteina transmembranal que tiene como dominio a ambos
lados de la membrana. La unién del ligando convierte al receptor de su forma
inactiva a la activa.

El principio basico de esta interaccion es que la union del ligando en la cara
extracelular influye en la activacion del dominio del receptor que se encuentra
en la cara citoplasmica. Este proceso recibe el nombre de transduccién de una
sefal.

La transduccion de una sefal proporciona un medio de amplificacion de la sefal
original.

Su principio es que la forma activa de un receptor dispara una actividad catalitica
en el citoplasma. La amplitud de la sefal citosélica es mayor a la sefial
extracelular original. Una molécula producida en respuesta a la transduccion de

una sefal extracelular se denomina segundo mensajero.



Vias de Transduccion.

Una vez que se produce la asociacién entre el ligando con su receptor
membranal este estimula la enzima blanco que se encuentra en el espacio
intracelular. Estas enzimas intracelulares sirven como sefales que se propagan
y amplifican la sefial inicial y la unen a su ligando. Asi las vias de transduccion
conectan la superficie celular al nlcleo provocando cambios en la expresion
genética en respuesta al estimulo.

Se conocen diferentes vias de transduccion en donde intervienen distintos
segundos mensajeros como pueden ser la fosforilacion de proteinas a través de
AMPc (adenosina 3’,5-monofosfato ciclico) o GMPc (guanosina 3',5'-ciclico
monofosfato) o la de fosfolipidos y calcio, en este caso nos interesa la via de las
MAP cinasas.

Via MAP Cinasa (Proteinas activadas por mitdgeno)

La respuesta inmune involucra un namero de tipos celulares que funcionan
como iniciadores, reguladores y efectores. Estas células interactian y se regulan
entrecruzadamente con otras y son blanco de la respuesta celular usando
cascadas de transduccion de sefiales para mediar la expresion de genes y la
funcion inmune. La cascada de las MAP cinasas es un una de las rutas de
sefalizacion mas antiguas y conservadas evolucionalmente, lo cual es muy
importante para muchos procesos en la respuesta inmune.

La via de las MAP cinasas la conforman una cascada de proteinas que
se han conservado evolutivamente y su papel en la transduccién de sefales en
crucial en las células eucariontes. La familia de proteinas cinasas treonina-serina
llamadas proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) son el principal
elemento de esta via y son activadas cuando factores de crecimiento, estrés
intracelular y otras moléculas son estimuladas para producir una respuesta.

En levaduras, esta via controla la expresion de una gran variedad de
factores de crecimiento asi como otras respuestas celulares, como su

reproduccién, forma y esporulacién. En los mamiferos regula el crecimiento celular



y la diferenciacion por este motivo se le denomind proteinas cinasas activadas por
mitégeno. *

En las células eucariontes existen varias rutas de las MAP cinasas, cada
cascada consiste en tres proteinas cinasas: una cinasa terminal y dos cinasas
intermedias que regulan distintas respuestas celulares.

Existen tres grupos mayores de MAP cinasas en células de mamiferos: la
proteina cinasa regulada extracelularmente (ERK), la MAP cinasas p38 y la cinasa
terminal c-Jun NH, (JNK). Estas MAP cinasas son activadas por fosforilacion dual
en el tripétido Thr-Xaa-Tyr. La secuencia de este tripéptido es diferente para cada
grupo de MAP cinasas: para ERK (Thr-Glu-Tyr); para p38 (Thr-Gly-Tyr) y JNK
(Thr-Pro-Tyr). La fosforilacién en residuos de treonina (Thr) y tirosina (Tyr) es
mediada por una cascada de proteinas cinasas.

ERK es activada por la MAP cinasa cinasa (MKK), MKK1 y MKK2; p38 es
activada por MKK3, MKK4 y MKK6 y JNK es activada por MKK4 y MKK7. Las
MAP cinasas cinasas (MKK) son activadas en su momento por diferentes MAP

cinasas cinasas cinasas (MKKK)

Factores de crecimiento Citocinas EGF
Esteres de Forbol Estrés Estrés Oxidativo
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Fig.12 Familia de las MAPK en mamiferos
Protein Kinase Protocols. Methods in Molecular Biology. Alastair D. Reith.



ERK (Proteina cinasa de regulacién extracelular)

La ruta de ERK fue primero identificada en la cascada que se sitia debajo
de RAS y se le asocié a la regulacién del crecimiento y diferenciacion celular.
Existen 2 isoformas de ERK, ERK1 y 2, las cuales algunas veces son referidas
como MAP cinasas p44/p42. Ellas pueden ser activadas por MEK1 y MEK2,
cinasas situadas arriba de ERK. La activacién de ERK es un evento importante de

la activacion de las células T. 4

JNK (Cinasa amino-terminal reguladora del factor de transcripcién c-Jun)
La actividad de JNK puede ser inducida en diversos tipos celulares por
lipopolisacéaridos (LPS) o por citocinas inflamatorias tales como TNF y IL-3. En
las células de Drosophila la actividad de JNK en respuesta a LPS sugiere que esta
via de sefalizacién ha evolucionado conservando su respuesta de inmunidad
innata. Sin embargo el papel funcional de JNK no ha sido claramente establecido
en ese sistema. En fibroblastos, JNK puede ser activado por citocinas
inflamatorias y RNA viral. JNK es activado por TRAF en la ruta de sefalizacion de
TNF y por TRAF6 seguida de la activacion de IL-1. MKK4 es una cinasa que se
ha sefialado como esencial para activar la funcién de JNK por TNF o IL-1. *#°°
En mamiferos se han identificado tres tipos especificos de la cinasa JNK: JNK1,

INK2 y JNK3. *

p38

Es miembro de la familia MAPK, también se le conoce como SAPK2/RK o
cinasa activada por estrés. Originalmente se identific6 por la estimulacién de
macrégagos de ratdn con LPS. Es una proteina de peso molecular de 38 kDa, que
estas presente en el citoplasma celular de células involucradas en la respuesta
inflamatoria como mocitos y macrofagos, en células T, CD4, CD8 y neutrofilos.
Existen isoformas de p38: a, B, y 6. La isoforma mas estudiada en distintas lineas
celulares ha sido a. La sensibilidad a inhibidores especificos es una de las

diferencias fundamentales entre las isoformas de p38.



Puede ser estimulada por distintas citocinas inflamatorias como IL-1, TNF, LPS,
trombina, colagena y estrés celular.
La importancia de p38 radica en su capacidad para la expresién de genes de

muchas citocinas y su rol en la respuesta inmune.
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Fig.13 Papel de las MAPK en la diferenciacién celular y produccion de citocinas en mamiferos
Protein Kinase Protocols. Methods in Molecular Biology. Alastair D. Reith.



Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

Las prostaglandinas son reguladores criticos de la respuesta inmune, la
fiebre y el dolor, también actian como moduladores autécrinos y paracrinos de la
respuesta celular que juega un papel importante en la mitogénesis y apoptosis.

Las prostaglandinas se forman a partir del metabolismo del acido araquidonico,
por medio de dos enzimas la ciclooxigenasa-1 vy la ciclooxigenasa-2.

El &cido araquidénico es un &cido graso poliinsaturado de 20 &tomos de

carbono que procede de la dieta o de la conversion del acido linoléico. Se
encuentra esterificado de los fosfolipidos de la membrana celular y su liberaciéon
se lleva a cabo por la activacion de las fosfolipasas celulares por estimulos
mecanicos, quimicos y fisicos o por otros mediadores, como C5a.
Las ciclooxigenasas catalizan la conversiébn de &cido araquidénico y O, a
prostaglandinas, especialmente prostaglandina-H2 (PGH2) .La ciclooxigenasa-1
(COX-1) es una enzima constitutiva cuya expresion es regulada. COX-1 cataliza la
sintesis de prostaglandinas en el reticulo endoplasmico, es la Unica ciclooxigenasa
presente en las plaquetas y también se ha asociado con la produccién de
tromboxano A2. En contraste la enzima COX-2 en una enzima inducida,
normalmente no se encuentra en las células, algunas lineas celulares la
expresan, su induccion es rapida, transitoria y entre los estimulos que la inducen
estas los factores de crecimiento y citocinas. Los productos finales asociados a
protaglandina E2 (PGE2) y las prostacilcinas.

Ik-B y NF-kB

La inflamacion y la inmunidad innata involucran rutas de sefalizacion
principalmente para la produccion de mediadores inflamatorios. EI complejo IkB
kinasa (IKK) contiene 2 subunidades cataliticas IKKa y IKKB, que controlan la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, el cual juega un papel dependiente
en la inflamacién. Existen evidencias de que IKKpB, es un mediador en la activacion

de NF-kB en respuesta a citocinas proinflamatorias y productos microbianos |,



mientras que IKKa regula la ruta alternativa importante para la organogénesis
linfoide, y se le ha asociado una actividad como regulador negativo de la actividad
de macrofagos, contribuyendo ademas a suprimir la actividad de NF-kB por
aceleramiento igualitario de los cambios en las subunidades de NF-kB (Rel Ay

c-Rel) y su traslado desde genes promotores proinflamatorios.

Fig.14 Modelo de la activacion de NF-kB
Soren Beinke y Steven C. Ley .Functions of NF-kB1 and NF-kB2 in immune cell biology.

El factor de transcripcion NF-kB es un regulador de la inflamacién que
controla la expresién de importantes genes inmunoreguladores. La activacion y
actividad de NF-kB es controlada por mecanismos enddgenos que limitan la
produccion excesiva y prolongada de mediadores proinflamatorios, los cuales
pueden causar dafio tisular durante la respuesta inflamatoria. Con la excepcion de
la autorregulacion de la expresion de Ik-Ba (un inhibidor de NF-kB) y la induccion
de la D-ubiquitinacién de a enzima A20, los mecanismos que limitan la duracion

y la magnitud de la sefalizacion de NF-kB ha sido poco entendida. Se ha



sefialado que I|k-Ba y A20 no son solamente fisiolégicamente relevantes
reguladores negativos de la modulacién central de sefializacion. %

La activacion de NF-kB por estimulos proinflamatorios dependen del
complejo clasico de IKK (IKKa y IKKB) sefialado anteriormente, asi como de una
subunidad reguladora denominada IKKy/NEMO. La activacion de IKK es iniciado
por el ajuste de los receptores de citocinas o también por el modelo de receptores
reconocidos. Los estudios de disrupcion de genes revelan que, en adicion a
IKKY/NEMO, el cual es necesaria para la activacion del complejo clasico IKK e
IKKB antes que IKKa., juega un papel mas critico en la activacion. Se ha sugerido
por lo tanto que IKKa en una forma alternativa en el complejo (fuera de IKKB y de

IKKy) , para la cual es requerida en el desarrollo de 6rganos linfoides. " 33 3643
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Fig.15 Representacion esquemética de los miembros de ReL/NF-Kb y de IkB (B)
Sdren Beinke y Steven C. Ley .Functions of NF-kB1 and NF-kB2 in immune cell biology.



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La estética es sin duda una de las principales caracteristicas que
actualmente debe distinguir la aplicacion de la odontologia, existen diversas
formas en las que ésta se ve manifestada en cada uno de los tratamientos
seleccionados, entre ellos el blanqueamiento dental.

El blanqueamiento dental aplicado a dientes vitales y no vitales, utiliza
agentes oxidantes que han sido clasificados dentro del grupo de especies
reactivas del oxigeno (ROS). Especificamente el peroxido de hidrogeno y el
peréxido de carbamida han sido estudiados ampliamente y se han descrito sus
mecanismos de accion, asi como sus efectos adversos en la superficie del
esmalte.

Por todo lo anterior resulta de interés particular abordar los mecanismos
inflamatorios intracelulares que éste agente puede provocar, para lo cual es
imprescindible estudiar si existe 0o no activacion de vias de transduccion en la
poblacién celular mayoritaria del tejido gingival: los fibroblastos.

Especificamente ocuparnos de la activacion de PCKa, asi como de
ERK1/2, INKy p38, todas proteinas pertenecientes a la familia de MAP cinasas,
de la expresion de COX-2 vy del factor de transcripcion NF-kB y su posible
translocacion nuclear para observar si es estimulada la expresion del oncogene c-

fos, por peréxido de hidrogeno.



6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Al observar la fosforilacién en diferentes tiempos y dosis de PKCa, ERK1/2,
p38 y JNK, asi como la expresion de COX-2 en fibroblastos gingivales humanos,
se podra caracterizar una de la vias de transduccién celular llamada MAP cinasas
y su papel en la fosforilacion y ubiquitinacion de Ik-B y de esta forma se libera a
NF-kB y se transloca al nucleo para promover la expresion del oncogene c-fos y
con ello mediar la respuesta de sobrevivencia celular.

Con la descripcion de lo anterior se pretendera bloquear éstos efectos con
inhibidores especificos para ERK1/2, p38 y JNK asi como para la isoforma o de
PKC y observar si ésta ultima proteina participa como iniciadora para la activacion
de la via MAP cinasa. De esta manera y con el conocimiento de la importancia que
representa el peréxido de hidrébgeno como agente hemostatico, estético y
bactericida en odontologia, se pretende disminuir los efectos inflamatorios
adversos que su uso ocasiona en los fibroblastos gingivales humanos, de tal
manera que la regulacion de esta situacion no conduzca a la célula hacia una
apoptosis por estrés oxidativo y nos da alternativas para continuar con su

aplicacion clinica en odontologia.



7. HIPOTESIS

Hipotesis verdadera.
Si el perdéxido de hidrégeno activa  transduccion de sefiales en fibroblastos
gingivales humanos, entonces provocara la fosforilacion de proteinas vy las

consecuencias fisioldgicas que esto conlleva.

Hipotesis falsa.
Si el perdoxido de hidrégeno no activa transduccién de sefiales en fibroblastos
gingivales humanos, entonces no provocard la fosforilacion de proteinas ni las

consecuencias fisiolégicas que esto conlleva.



8. OBJETIVOS.

8.1 Objetivo general
Caracterizar la fosforilacion de proteinas pertenecientes a la familia de MAP
cinasas en fibroblastos gingivales humanos por peroxido de hidrégeno en

distintas dosis y a diferentes tiempos.

8.2 Objetivo especifico

Caracterizar la participacion de las proteinas PKCa, ERK 1/2, p38, JNK y COX-2
para observar la translocacion del factor de transcripcion NF-kB al nucleo y
permitir  la expresion del  oncogene c-fos en la regulacibn de eventos

fisioldgicos por peroxido de hidrogeno.



9. TIPO DE ESTUDIO
Experimental, Comparativo y prospectivo.



10. MATERIALES Y METODOS.

Materiales

Equipo (marca)

Agitador magnético (Nuova)

Balanza GA 200 (Ohaus)

Bafio de agitacion ( Precision Scientific)
Bafo seco (Fisher)

Cajas de cultivo de 6 pozos (Costar)
Camara de electroforesis vertical (Hoefer)
Camara de transferencia semiseca (GIBCO-Life Tecnologies)
Campana de flujo laminar (Nuaire)
Celdas de cuarzo

Centrifuga (Sorvall)

Digi-Doc

Espectrofotometro (Perkin Elmer)
Gendarme (Costar)

Gradillas (Nalgene)

Incubadora ( Nauire)

Negatoscopio

Microscopio de objetivos invertidos C22 (Olympus)
Orbit Shaker (Labline)

Pipetas de 10 y 5 ml (Finnipipette)
Potenciometro (Equipar)

Probetas graduadas

Propipeta (Pepet-aid)

Sonicador (Lab-Line instrumets)

Timer

Tubos clinicos 25y 50 ml (COSTAR)
Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf



Vasos de precipitados

Vortex

Reactivos

Acrilamida (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)

Agarosa (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)

Antibidtico-Antimicético 1% penicilina G sodica, estreptomicina anfotericina B
(INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA).

Anticuerpos: anti-mouse monoclonal pERK1/2 (sc-7383 Santa Cruz Biotechnology,
Ca. USA ), anti-rabbit polyclonal ERK ( sc-9350 Santa Cruz Biotechnology, Ca.
USA), anti-mouse monoclonal pPKCa (sc-12356 Santa Cruz Biotechnology, Ca.
USA), anti-rabbit polyclonal cPKCa (sc-2089 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA )
anti-mouse monoclonal pp-38 (sc-7973 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA),anti-
rabbit polyclonal p38 (sc-7149 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA), anti-mouse
monoclonal pJNK (sc-2398 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA), anti-mouse
monoclonal JNK (sc-2345 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA), anti-goat
polyclonal COX-2 (sc-2367 Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA), anti-goat
polyclonal NF-kB p50 (sc-114-G), anti-goat polyclonal p65 (sc-372-G), anti-rabbit
polyclonal Ik-Ba (sc-203), anti-mouse monoclonal (sc-2980 Santa Cruz
Biotechnology, Ca. USA), anti-rabbit polyclonal (sc2572- Santa Cruz
Biotechnology, Ca. USA) vy anti-goat polyclonal (sc5678- Santa Cruz
Biotechnology, Ca. USA).

Azul de bromofenol (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Bisindolymide | (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Calfostin C (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Cloruro de sodio (DIFCO)

Dodecil sulfato de sodio (J.T.BAKER.NJ.USA)

EDTA (J.T.BAKER. NJ. USA)

Estaurosporina

Glicina (J.T.BAKER. NJ. USA)



Glicerol (J.T.BAKER. NJ. USA)

Kit de Quimioluminicencia (Santa Cruz Biotechology. Ca. USA)
Medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco (INVITROGEN Life Technologies.
Ca. USA)

Solucién de Hanks (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA)
Membrana de nitrocelulosa (Bio-rad Laboratorios, Inc. Ca. USA.)
Oligos de c-fos sense, anti-sense

Ortovanadato de sodio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)
PD 98059 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Peroxido de hidrogeno (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)
SB203580 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

SP600125 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA)

Suero bovino fetal (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA)
Trisma (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)

Tripsina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)

Triton 100X (J.T. BAKER. NJ. USA)

Tween (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA)

METODOS.

Cultivo de fibroblastos gingivales humanos (FGH).

Los FGH se obtuvieron a partir de muestras de tejido de encia de pacientes
clinicamente sanos, que acudieron a las clinicas de la Facultad de Odontologia.
El tejido se coloco en solucion de Hanks, se proceso la muestra para la obtener
las células y se colocé en medio de Eagle Modificado por Dulbecco adicionado
con 10% de Suero Bovino Fetal y 1% de antibi6tico antimicético y se incubaron

bajo una atmésfera de 5% de CO, y una temperatura de 37°C.



Deteccién de la fosforilacidén de las fosfoproteinas PKCa, ERK 1/2, p38, JNK
y la expresién de COX-2 por medio de ensayos de Western Blot.

Para caracterizar la fosforilacion de PKCa, ERK 1/2, p38 y JNK, asi como la
expresion de COX-2 por peréxido de hidrogeno se realizaron experimentos tipo
dosis respuesta y curso temporal. Se sembraron los fibroblastos gingivales
humanos en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia.

Se dejaron 1 hora en ayuno con DMEM libre de suero bovino fetal con 1% de
antibiotico-antimicotico. Posteriormente se trataron con Peroxido de hidrogeno en
DMEM adicionado con 2% de SBF segun se indicaba en el protocolo para cada
ensayo. Posterior a la incubacién con perdxido de hidrogeno se coloco buffer de
fosfato salino (NaCl; KCI; Na;HPO, 7H,0; KH,PO,) adicionado con 1mM de
ortovanadato de sodio y se obtuvieron las células mediante raspado con
gendarme. Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 3500 rpm a 4°C vy se
resuspendieron en buffer de lisis (Tris-HCI 20mM, Tritén 1%, NaCl 137mM, EDTA
2mM, Vanadato de sodio 1mM, Glicina 10%). Posteriormente se sonicaron a 30w
por 30 segundos. Se realizé la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford. Las muestras se desnaturalizaron y se sometieron a tratamiento
térmico. Se realiz6 la electroforesis vertical en gel de acrilamida al 10% a 60 V.
La proteina se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para la posterior
incubacion del anticuerpo especifico de la fosfoproteina PKCa, ERK 1/2, p38 y
JNK asi como de COX-2, segun lo indicaba el protocolo de cada ensayo.
Después de la incubacion con anticuerpos se procedio a realizar el procedimiento

de revelado mediante el Kit de quimioluminiscencia.

Aislamiento de proteinas citoplasmaticas y nucleares para observar por

Western Blot la degradacion de Ik-Ba y la translocacion de NF-kB al nucleo

Para observar la degradacion de |k-Ba y la translocacion de NF-kB al nucleo se

aislaron proteinas citoplasmaticas y nucleares, se realizaron experimentos tipo



dosis respuesta y curso temporal. Se sembraron los fibroblastos gingivales
humanos en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia.

Se dejaron 1 hora en ayuno con DMEM libre de suero bovino fetal con 1% de
antibiético-antimicético. Posteriormente se trataron con Perdxido de hidrégeno
en DMEM adicionado con 2% de SBF segun sea indicaba en el protocolo para
cada ensayo. Posterior a la incubacion con peréxido de hidrogeno se lisaron las
células por congelamiento rapido. Se lavaron las células con buffer de fosfato
salino en frio (en bafo de hielo a 4°C), se rasparon las células con un gendarme y
se transfirieron a un tubo de conico de 1.5 ml, se centrifugaron a 1000 rpm por 10
minutos, se retird el sobrenadante, la pastilla obtenida se congel6 en bafio de
hielo seco y etanol. Se resuspendieron los nucleos en buffer hipotonico, se evalué
el estado de los ndcleos utilizando tincién de azul tripano y se observaron al
microscopio. Se centrifugaron a 3 500 rpm por 10 minutos a 4°C. Se recupero el
sobrenadante que corresponde a la fraccion citoplasmatica y la pastilla, que
corresponde a la fraccion nuclear se resuspendid  en buffer hipertdnico, se
mantuvo en agitacion a 4°C. Se centrifug6é a 14 000 rpm por 20 minutos, el
sobrenadante se paso a otro tubo y se mezclo con buffer D modificado, se
congel6 en bafio seco y etanol. Se realizé la cuantificacion de proteinas por el
método de Bradford. Las muestras se desnaturalizaron y se sometieron a
tratamiento térmico. Se realizé electroforesis vertical en gel de acrilamida al 10%
a 60 V. La proteina se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para la
posterior incubacion del anticuerpo especifico Ik-Ba, NF-kB p50 y NF-kB p6b5.
Después de la incubacion con anticuerpos se procedid a realizar el procedimiento

de revelado mediante el Kit de quimioluminiscencia.

Microscopia Confocal de p-ERK 1/2 y PCKa mediante ensayo de

inmunohistoquimica.

Para observar la localizacion de p-ERK 1/2 y p-PKCa en Fibroblastos Gingivales
Humanos por el tratamiento con peroxido de hidrégeno (H.O2) se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica para observar las muestras en el microscopio

confocal Nikkon.



Se cultivaron las células en cajas de 48 pozos con lentejas de vidrio estériles. Las
células se cultivaron en DMEM adicionado con 10% de SBF y 1% de antibiotico-
antimicético, hasta la semiconfluencia. Se ayunaron durante 30 minutos en DMEM
libre de SBF. Se realiz6 el tratamiento de las células segun el protocolo del
ensayo, en DMEM adicionado con 2% de SBF y 1% de antibidtico -antimicotico.
Se retir6 el medio y se colocaron 100ul de paraformaldehido al 2% por 30 minutos
a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con buffer de fosfato salino estéril y
se colocaron 50ug de triton 100X al 0.1% por 5 minutos a 4°C. Se realizaron 3
lavados de buffer de fosfato salino y se coloco el primer anticuerpo de acuerdo al
protocolo del ensayo y se dejé incubando a una temperatura de 4°C. Se
realizaron nuevamente lavados con buffer de fosfato salino y se colocé el segundo
anticuerpo de acuerdo al protocolo del ensayo, este estaba acoplado a
fluoresceina y/o rodamina, se incub6 30 minutos a 4°C. Se realizaron 5 lavados
con buffer de fosfato salino y se retird la lenteja con el medio de cultivo. Se colocé
una gota de resina en un portaobjetos y se coloc6 la lenteja. Se cubrieron las
muestras con papel y se mantuvieron bajo una temperatura de 4°C. Se

observaron las muestras en el microscopio confocal.

Aislamiento de RNA y reaccion de RT-PCR para observar la expresion del

oncogene c-fos

Para observar la expresion del oncogene c-fos se realizé extraccion de RNA 'y
reaccion de RT-PCR. Se cultivaron las células hasta la semiconfluencia, se
ayunaron por 1 hora en DMEM sin SBF adicionado con 1% antibidtico-
antimicotico, al término se incubaron en DMEM al 2% de SBF adicionado con 1%
de antibidtico-antimicético y se trataron las células de acuerdo al protocolo del
ensayo. Se realizd la extraccion del mRNA segun el método de Chomczynski y
Sacchi,®® la muestra se resuspendié en agua tratada con dietilpirocarbonato 1%,
posteriormente se tratd la muestra con una mezcla de cloroformo isoamilico a
temperatura ambiente, se centrifugd a 10 000 rpm, se recupero la fase acuosa y
se le adicionaron 500ul de isopropanol, se centrifugaron la muestras y la pastilla
obtenida se resuspendio en etanol al 75%, se centrifugaron nuevamente y se retird
el remanente del sobrenadante mediante evaporacion, las muestras se
cuantificaron a 260 y 280 nm, se obtuvo la relacion 260/280. Se separaron las
muestras en gel de agarosa 1% en presencia de formaldehido y se tifieron con
bromuro de etidio para su visualizaciéon en luz UV, para corroborar la integridad



del MRNA. Se preparé la reaccion para RT-PCR de acuerdo a la especificacion
del kit one-step para el oligodesoxinucleétido c-fos. Los productos obtenidos de
la reaccion, se separaron en un gel de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de
etidio para su visualizacion en luz UV.



11. ANALISIS DE RESULTADOS Y METODOS ESTADISTICOS

Los experimentos se realizaron por 5 ocasiones por separado. Se realizaron
ensayos de Western Blot, aislamiento de RNA, reacciéon de RT-PCR y ensayos de
Inmunohistoquimica con microscopia confocal.

Los resultados obtenidos se analizaron por medio del software Labworks del cual
se obtuvo la densidad 6ptica. Se obtuvo el promedio de los cinco experimentos y
se compard con el control de cada caso, el cual se tomo como el 100% del basal,
sobre estos datos se obtuvo el analisis gréfico.

Se realiz6 un analisis estadistico tipo t-de Student y se obtuvo la diferencia de

cada variable con respecto al control.



12. RESULTADOS

12.1 CURSO TEMPORAL DE LA FO$FORILACION DE PROTEINAS EN
RESIDUOS DE TIROSINA POR LA ACCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO
EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

La fosforilacién de proteinas se puede llevar a cabo en diversos residuos de
aminoacidos, los sitos mejor estudiados que regulan este evento son en tirosina,
treonina y serina. Para caracterizar la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina se realizaron experimentos de tipo curso-temporal con una dosis de
peroxido de hidrogeno de 200 uM, utilizando tiempos desde 5 minutos hasta 45
minutos. Observandose la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
correspondientes a los siguientes pesos moleculares 18 kDa, 26 kDa, 38 kDa, 42
kDa, 41kDa, 45 kDa, 98 kDa y 117 kDa respectivamente desde los 5 minutos de
tratamiento. (Fig. 1). Lo anterior sugiere que el peréxido de hidrogeno es capaz de
inducir la fosforilacion en un gran nimero de proteinas en residuos de tirosina
desde tiempos cortos (5 minutos), por lo tanto el siguiente paso era caracterizar
el patron de fosforilacion especifico de las MAPK  inducido por peroxido de

hidrégeno.

H202 (min) 0 5 10 15 30 45

Figura 1. Curso Temporal de la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina en fibroblastos
gingivales humanos tratados con H,O; (200 pM)



12.2 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACION DE PKCa POR LA
ACCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

La Proteina Cinasa C esta formada por distintas isoformas, mismas que pueden
ser fosforiladas en respuestas a diversos agentes, entre ellos el estrés oxidativo.
Para caracterizar la fosforilacion de PKCa se realizaron ensayos de tipo curso
temporal con una dosis de peroxido de hidrogeno de 200 uM, utilizando tiempos
desde 5 minutos hasta 45 minutos. Observandose la fosforilacion de PKCa con
un peso molecular de 95 kDa, desde los 5 minutos de tratamiento (Fig. 2A), la
mayor induccién se produce a los 10 minutos de tratamiento Yy la fosforilacion
comienza a disminuir a los 15 minutos (Fig. 2B). Lo anterior sugiere que el
peréxido de hidrogeno es capaz de inducir la fosforilacibn de manera dependiente
del tiempo de la isoforma a de PKC, por lo que se procedié a estudiar el patron de
fosforilacién especifico para cada uno de los miembro de las MAPK (ERK1/2, p38
y JNK)
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Figura 2. Curso Temporal de la fosforilacion de PKCa en fibroblastos gingivales humanos tratados
con Hz0..

A. Las células se trataron con 200uM de H,O, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 45 minutos
respectivamente).

B. Andlisis grafico del experimento curso temporal del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
PKCa. EL control (0) se tomé como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por
el software Labworks.



12.3 DOSIS RESPUESTA DE LA FOSFORILACION DE PKCa POR LA
ACCION DEL H;0; EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

La Proteina Cinasa C esta formada por distintas isoformas, mismas que pueden
ser fosforiladas en respuestas a diversos agentes, entre ellos el estrés oxidativo
Para caracterizar la fosforilacion de PKCa a diferentes dosis con un tiempo de 10
minutos de tratamiento, se utilizaron diferentes dosis de peroxido de hidrégeno,
desde 10 uM hasta 500 uM. Observandose la fosforilacion de PKCa desde una
dosis de 10 uM (Fig. 3A) y una mayor fosforilacion con una dosis de 200 uM que
continua hasta los 500 uM (Fig. 3B). Lo anterior sugiere que el peroxido de
hidrogeno es capaz de inducir la fosforilacion de manera dependiente de la dosis
de la isoforma a de PKC, por lo que se procedid a estudiar el patrén de
fosforilacion especifico para cada uno de los miembro de las MAPK (ERK1/2, p38
y JNK)
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Figura 3. Dosis Respuesta de la fosforilacion de PKCa en fibroblastos gingivales humanos tratados
con HOx.

A. Las células se trataron con dosis desde 10uM hasta 500uM durante 10 minutos.

B. Analisis grafico de experimento dosis respuesta del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
PKCa. EL control (0) se tomé como el 100% del basal en base a la densidad Optica de la banda obtenida por
el software Labworks.



12.4 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACION DE ERK1/2 POR LA
ACCION DEL PEROXIDO DEHIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

La cascada de las MAP cinasas es un una de las rutas de sefalizacion mas
antiguas, lo cual es muy importante para muchos procesos en la respuesta
inmune. La fosforilacion de las proteinas pertenecientes a esta familia se da en
respuesta al estrés oxidativo entre otros muchos agentes mas. Para caracterizar la
fosforilacion de ERK1/2 se realizaron ensayos de tipo curso temporal con una
dosis de peréxido de hidrégeno de 200 uM, utilizando tiempos desde 5 minutos
hasta 45 minutos. Observandose la fosforilacion de ERK1/2 con un peso
molecular de 41 y 42 kDa respectivamente, desde los 5 minutos de tratamiento
(Fig. 4A), la mayor induccién se produce a los 10 minutos de tratamiento y la
fosforilacion comienza a disminuir a los 15 minutos (Fig. 4B). Lo anterior sugiere
que el peroxido de hidrégeno es capaz de inducir la fosforilacion de ERK1/2 de
manera dependiente del tiempo. Por lo que se pretende caracterizar el patron de

fosforilacién de otra proteina perteneciente a la misma familia de MAPK (p38).
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Figura 4. Curso Temporal de la fosforilacion de ERK1/2 en fibroblastos gingivales humanos tratados
con H20..

A. Las células se trataron con 200uM de H,O, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 45 minutos
respectivamente).

B. Andlisis gréafico del experimento curso temporal del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
ERK1/2. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por
el software Labworks.



12.5 DOSIS RESPUESTA DE LA FOSFORILACION DE ERK1/2 POR LA
ACCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

La familia de las MAP cinasas es una de las rutas que son activadas por factores
de crecimiento, estrés intracelular y otras moléculas para producir una respuesta.
Para caracterizar la fosforilacion de ERK1/2 a diferentes dosis con un tiempo de
10 minutos de tratamiento, se utilizaron dosis de perdxido de hidrégeno, desde
10 uM hasta 500 uM. Observandose la fosforilacion de ERK1/2 desde una dosis
de 10 uM (Fig. 5A) y una mayor fosforilacion con una dosis de 200 uM que
continua hasta los 500 uM (Fig. 5B). Lo anterior sugiere que el peroxido de
hidrogeno es capaz de inducir la fosforilacion de ERK1/2 de manera dependiente
de la dosis. Por lo que se pretende caracterizar el patrén de fosforilacion de otra
proteina perteneciente a la misma familia de MAPK (p38).
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Figura 5. Dosis Respuesta de la fosforilacion de ERK1/2 en fibroblastos gingivales humanos tratados
con Hz0..

A. Las células se trataron con dosis desde 10uM hasta 500uM durante 10 minutos.

B. Andlisis grafico de experimento dosis respuesta del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
ERK1/2. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por
el software Labworks.



12.6 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACION DE p38 POR LA ACCION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

La proteina p38, es miembro de la familia MAPK, también se le conoce como
SAPK2/RK 0 cinasa activada por estrés. Para caracterizar la fosforilacion de p38
se realizaron ensayos de tipo curso temporal con una dosis de dosis de perdxido
de hidrégeno de 200 uM, utilizando tiempos desde 5 minutos hasta 60 minutos.
Observandose la fosforilaciéon de p38 con un peso molecular de 40 kDa, desde
los 10 minutos de tratamiento (Fig. 6A), la mayor induccién se produce a los 15
minutos de tratamiento y la fosforilacion comienza a disminuir a los 30 minutos
(Fig. 6B). Lo anterior sugiere que el peroxido de hidrégeno es capaz de inducir la
fosforilacion de p38 de manera dependiente del tiempo. Por lo que se pretende
caracterizar el patron de fosforilacion de la Ultima proteina perteneciente a la
misma familia de MAPK (JNK).
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Figura 6. Curso Temporal de la fosforilacion de p38 en fibroblastos gingivales humanos tratados con
H,0..

A. Las células se trataron con 200uM de H;O, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos
respectivamente).

B. Analisis grafico del experimento curso temporal del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
p38. EL control (0) se tomé como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por el
software Labworks.



12.7 DOSIS RESPUESTA DE LA FOSFORILACION DE p38 POR LA ACCION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

Se ha identificado que p38 puede ser estimulada por distintas citocinas
inflamatorias como IL-1, TNF, LPS, trombina, colagena y estrés celular (estrés
oxidativo). Para caracterizar la fosforilacion de p38 a diferentes dosis con un
tiempo de 15 minutos de tratamiento, se utilizaron dosis de peréxido de
hidrégeno, desde 10 uM hasta 500 uM. Observandose la fosforilacién de p38
desde una dosis de 10 uM (Fig. 7A) y una mayor fosforilacién con una dosis de
200 uM que continua hasta los 500 uM (Fig. 7B). Estos datos sugieren que el
peroxido de hidrogeno es capaz de inducir la fosforilacion de p38 de manera
dependiente de la dosis. Por lo que se pretende caracterizar el patrén de
fosforilacion de la Ultima proteina perteneciente a la misma familia de MAPK
(INK).
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Figura 7. Dosis Respuesta de la fosforilacion de p38 en fibroblastos gingivales humanos tratados con
H205.

A. Las células se trataron con dosis desde 10uM hasta 500uM durante 15 minutos.

B. Analisis grafico de experimento dosis respuesta del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
p38. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad éptica de la banda obtenida por el
software Labworks.



12.8 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACION DE JNK POR LA ACCION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

La dultima proteina, miembro de las MAPK es JNK, cuya fosforilacion en
fibroblastos se ha identificado como respuesta a lipopolisacaridos (LPS) o por
citocinas inflamatorias tales como TNF y IL-3, sin embargo su respuesta al estrés
oxidativo no se ha caracterizado claramente. Para caracterizar la fosforilacion de
JNK se realizaron ensayos de tipo curso temporal con una dosis de peréxido de
hidrogeno de 200 uM, utilizando tiempos desde 5 minutos hasta 45 minutos.
Observandose la fosforilacion de JNK con un peso molecular de 45 kDa, desde
los 10 minutos de tratamiento (Fig. 8A), la mayor induccién se produce a los 15
minutos de tratamiento y la fosforilacion comienza a disminuir a los 30 minutos
(Fig. 8B). Estos datos sugieren que el peroxido de hidrogeno juega un papel
importante como agente para promover la fosforilacion de las proteinas
perteneciente a las MAPK, como JNK.
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Figura 8. Curso Temporal de la fosforilacion de JNK en fibroblastos gingivales humanos tratados con
H»0..

A. Las células se trataron con 200uM de H;O, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 45 minutos
respectivamente).

B. Andlisis gréafico del experimento curso temporal del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
JNK. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por el
software Labworks.



12.9 DOSIS RESPUESTA DE LA FOSFORILACION DE JNK POR LA ACCION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

Se ha asociado un papel regulador a la cinasa terminal c-Jun NH; (JNK) como
parte de la familia de las MAPK en respuesta al dafio oxidativo. Para caracterizar
la fosforilacion de JNK a diferentes dosis con un tiempo de 10 minutos de
tratamiento, se utilizaron dosis de peroxido de hidrégeno desde 10 uM hasta
500 uM. Observandose la fosforilacion de JNK desde una dosis de 10 uM (Fig.
9A) y una mayor fosforilacion con una dosis de 50 puM que continua hasta los
500 uM (Fig. 9B). Estos datos sugieren que el peroxido de hidrogeno juega un
papel importante como agente para promover la fosforilacion de las proteinas
perteneciente a las MAPK, como JNK, de una manera dependiente de la dosis, en

respuesta al estrés oxidativo.
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Figura 9. Dosis Respuesta de la fosforilacion de JNK en fibroblastos gingivales humanos tratados con
HzOz.

A. Las células se trataron con dosis desde 10uM hasta 500uM durante 10 minutos.

B. Analisis grafico de experimento dosis respuesta del tratamiento con H,O, en FGH sobre la fosforilacion de
JNK. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por el
software Labworks.



12.10  INHIBICION DE LA FOSFORILACION DE ERK1/2 MEDIANTE
INHIBIDORES ESPECIFICOS PARA PKC EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS ESTIMULADOS POR PEROXIDO DE HIDROGENO.

Una de las isoformas de la Proteina Cinasa C caracterizada en la regulacion para
la actividad de la via de las MAPK es PKC a. Para conocer a que nivel se
activaba PKCa y de que manera se regulaba este evento, se realiz6 este ensayo.
Se preincubaron los inhibidores especificos para PKC (Staurosporina 3uM, Ro
1uM, Calfostin C .1uM) y el inhibidor especifico para p38 (SB203580 2uM) por un
tiempo de 1 hora. Posteriormente se colocé peroxido de hidrogeno a una dosis de
200 uM por un tiempo de 10 minutos (Fig. 10A). La fosforilacion de ERK1/2 es
inhibida por Staurosporina (3uM). Estos datos sugieren que PKCa regula la
activacion de la ruta de ERK 1/2, siendo por lo tanto PKCa el primer eslabén
fosforilado, previo a la actividad de la familia de las MAPK.
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Figura 10.Efecto del pretratamiento con inhibidores especificos de PKC y p38 sobre ERK1/2.

A. Las células se trataron con diferentes inhibidores a distintas dosis por 1 hora y H,O, 200uM por 10
minutos.

B. Andlisis gréfico del pretratamiento con inhibidores especificos de PKC y p38 sobre ERK1/2. EL control (0)
se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad Optica de la banda obtenida por el software Labworks.



12.11 CURSO TEMPORAL DE LA INDUCCION DE COX-2 POR LA ACCION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS.

Una vez que se determino que el peréxido de hidrégeno es un agente capaz de

inducir la fosforilacion de PKCa y que esta cinasa a su vez regula la actividad de la
familia de las MAPK, sobre todo de ERK1/2, el interés inmediato fue determinar
gue citosina se expresaba en condiciones de tratamiento similares en FGH. Para
caracterizar la induccion de COX-2 se realizaron ensayos de tipo curso temporal
con una dosis de perdxido de hidrogeno de 200 uM, utilizando tiempos desde 30
minutos hasta 6 horas. Observandose la induccién de COX-2 con un peso
molecular de 82 kDa, desde los 30 minutos de tratamiento (Fig. 11A), la mayor
induccion se produce a las 4 horas de tratamiento y se mantiene hasta las 6
horas (Fig. 11B). Lo anterior sugiere que el peroxido de hidrégeno es capaz de
inducir la expresion de COX-2 de manera dependiente de la dosis y del tiempo.
Por lo que el siguiente objetivo fue tratar de identificar especificamente dentro de

las MAPK, que proteina regulaba directamente la expresion de COX-2.
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Figura 11. Curso Temporal de la induccién de COX-2 en fibroblastos gingivales humanos tratados
con HxOx.

A. Las células se trataron con 200uM de H,O, a diferentes tiempos (0, 30, 90, 180, 240 y 360 minutos
respectivamente).

B. Analisis grafico del experimento curso temporal del tratamiento con H,O, en FGH sobre la induccion de
COX-2. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por
el software Labworks.



12.12 INHIBICION DE INDUCCION DE COX-2 MEDIANTE INHIBIDORES
ESPECIFICOS PARA MAPK Y PKC EN FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS ESTIMULADOS POR PEROXIDO DE HIDROGENO.

Para caracterizar si las MAPK (ERK1/2, p38, JNK) y PKCa regulaban la induccién
COX-2, serealizO este ensayo. Se preincubaron los inhibidores especificos para
p38 (SB203580 20mM), ERK 1/2 (PD 98059 30mM), JNK (SP600125 15mM) y de
PKC (Staurosporina 3uM) por un tiempo de 1 hora. Posteriormente se coloco
perdxido de hidrégeno a una dosis de 200 uM por un tiempo de 10 minutos (Fig.
12A). La induccién de COX-2 es inhibida por PD98959 y en mayor medida por
SP600125. Estos datos sugieren que JNK y ERK1/2 regulan de manera directa la
expresion de COX-2 inducida por peroxido de hidrégeno.
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Figura 12. Efecto del pretratamiento con inhibidores especificos de MAPK y PKC sobre COX-2.

A. Las células se trataron con diferentes inhibidores a distintas dosis por 1 hora y H,O, 200uM por 10
minutos.

B. Andlisis grafico del pretratamiento con inhibidores especificos deMAPK y PKC sobre COX-2. EL control (0)
se tomd como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por el software Labworks.



12.13 DEGRADACION DE Ik-Ba POR LA ACCION DEL PEROXIDO DE
HIDROGENO EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

Con el proposito de estudiar los efectos posteriores a la activacion de las MAPK
y de la enzima COX-2 se estudio el efecto que tiene e perdxido de hidrogeno
como promotor de la degradacion de |k-Ba (proteina inhibitoria del factor de
transcripcion NF-kB) mediante el siguiente ensayo. Para caracterizar
degradacion de Ik-Ba a diferentes dosis con un tiempo de 10 minutos de
tratamiento, se utilizaron dosis de peréxido de hidrogeno, desde 10 uM hasta
500 uM. Observandose la degradacion de Ik-Ba desde una dosis de 40 uM (Fig.
13) y manteniéndose hasta los 500 uM. La degradacién de Ik-B se detecto
aislando la fraccion citoplasmica de FGH. Lo anterior sugiere que el peroxido de
hidrogeno promueve la degradacion en el citoplasma de Ik-Ba permitiendo la

traslocacion del factor de transcripcidon NF-kB al nucleo en fibroblastos gingivales

humanos.
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Figura 13. Dosis Respuesta de la degradacion de IkB en fibroblastos gingivales humanos tratados con
HzOz.

A. Las células se trataron con dosis desde 10uM hasta 500uM durante 10 minutos.

B. Andlisis gréafico de experimento dosis respuesta del tratamiento con H,O, en FGH sobre la degradacion de
Ik-B. EL control (0) se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad 6ptica de la banda obtenida por el
software Labworks.



12.14 DOSIS-RESPUESTA DE LA INDUCCION PARA LA EXPRESION DE
c-fos POR LA ACCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN FIBROBLASTOS
GINGIVALES HUMANOS MEDIANTE AISLAMIENTO DE mRNA Y RT-PCR.

Después de reconocer que en FGH el peroxido de hidrogeno induce la
fosforilacion de MAPK, que esto es inicialmente regulado por PKCa, y que JNK y
ERK 1/2 estan involucrados en la expresion de COX-2, ademas de la
degradacion de Ik-B también inducida por este agente, se pretende reconocer la
expresion génica ligada a este modelo. Para caracterizar la induccion de la
expresion del oncogene c-fos se realizaron ensayos de tipo dosis respuesta en un
tiempo de 30 minutos de tratamiento. Se utilizaron dosis de perdxido de
hidrégeno, desde 20 uM hasta 200 uM. Observandose Ila induccién de la
expresion de c-fos (569pb) desde 20 uM en un tiempo de 30 minutos de
tratamiento. Se utiliz6 como control GADPH de 309 pb (Fig. 14). Estos datos
sugieren que el peroxido de hidrégeno en FGH es promotor de la expresion de c-
fos y que para que se de tal evento tiene que ser regulado por la fosforilacion,

expresion y degradacion de otras proteinas ligadas a esta respuesta celular
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Figural4.Dosis Respuesta de la inducciéon de la expresion de c-fos en fibroblastos gingivales
humanos tratados con H;0O.

A. Las células se trataron con dosis desde 20uM hasta 200uM durante 10 minutos, se realiz6 aislamiento de
mRNA y se obtuvo cDNA mediante la reaccién de la transcriptasa reversa de la reaccion de la polimerasa en
cadena. (RT-PCR)



12.15 EFECTO DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA
INMUNOLOCALIZACION DE pERK 1/2 POR MICROSCOPIA CONFOCAL.

Para observar si ERK1/2 una vez que se ha fosforilado por el tratamiento con
peroxido de hidrogeno se translocaba al ndcleo o permanecia en el citoplasma de
fibroblastos gingivales humanos (FGH), se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica. La observacion se realiz6 mediante microscopia confocal.

Se observa que p-ERK 1/2 se localiza en el citoplasma celular en ausencia del
tratamiento con  peroxido de hidrégeno (Fig.15A). Se trataron las células con
200 uM de peroxido de hidrogeno por 10 minutos y se observa la translocacion
de p-ERK 1/2 al nucleo celular de FGH (Fig.15B).

CONTROL 200 pM H202 (10 min)

Figura 15. Inmunolocalizacién de pERK1/2 en Fibroblastos Gingivales Humanos.

A. Se realizé el cultivo de FGH hasta la semiconfluencia y se procesaron las células para ensayo de
inmunohistoquimica en ausencia de H>O,. Se incubd el anticuerpo anti p-ERK (5pl) y fluoresceina (5ul). Se
observa pERKZ1/2 en el citoplasma .

B. Se realizo el cultivo de FGH hasta la semiconfluencia y se procesaron las células para ensayo de
inmunohistoquimica adicionando 200uM de H,O; por 10 minutos. Se incubé el anticuerpo anti p-ERK 1/2 (5ul)
y fluoresceina (5ul). Se observa la translocacion al nacleo de pERK1/2.



13. DISCUSION

En este trabajo se ha pretendido por una parte, reconocer la importancia que
para la Odontologia actual representa la estética dental, especificamente este
método tan ampliamente utilizado que es el blanqueamiento dental sin dejar de
lado las otras especificaciones de su uso para terapéuticas quirdrgicas y por otra
parte estudiar la posibilidad de dafio celular causado a nivel de tejidos blandos.

El blanqueamiento dental, mas alla de la breve revision a la aplicacion clinica y
Su apreciacion visual, se estudio como “perdxido de hidrégeno (H20,)”, especie
reactiva del oxigenoy el dafio que le ocasiona a la célula mas abundante en la
encia de los seres humanos :los fibroblastos gingivales.

En odontologia, el peroxido de hidrogeno al 3% ha sido ampliamente utilizado
primeramente como agente hemostatico en cirugia periodontal y como agente
reductor de placa porque disminuye los niveles de microorganismos involucrados
en la enfermedad periodontal. Sin embargo el peroxido de hidrogeno se ha
utilizado con propésitos estéticos, generalmente en el blanqueamiento dental, en
un porcentaje mayor a 3. #

El estrés oxidativo se refiere al desequilibrio celular causado por la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y el mal funcionamiento de su sistema
antioxidante.  Normalmente las ROS incluyen: aniones superoxidos, radicales
hidroxilos y peroxido de hidroégeno, que tienen la capacidad de crear dafio en
varios niveles moleculares incluyendo el DNA, proteinas y lipidos. Algunos autores
refieren que el dafio producido por ROS o estrés oxidativo juega un papel
importante en varios procesos fisioldgicos y patoldgicos, tales como inflamacion,
carcinogénesis, enfermedades neurodegenerativas y cancer, * >3 14.16.29.30

Un aspecto importante de los efectos biolégicos de las ROS, es su papel como
regulador en la muerte celular, debido a que puede actuar como activador directo
de la muerte celular o como segundo mensajero en el proceso de muerte celular
activado por algunos otros estimulos como agentes quimioterapeuticos

anticancerigenos, UV, radiacion ionizante y factor de necrosis tumoral (TNF). >3



Sin embargo existen algunos otros reportes que sugieren que las ROS, tienen
algunas propiedades que permiten tener efectos reguladores en algunas
moléculas tales como caspasas, factores de transcripcion (NF-kB y AP-1) y
algunas cinasas activadas por estrés celular. **

Mas recientemente, se ha reconocido a ROS como agentes que pueden regular
de manera importante la sefializacion, crecimiento, proliferacién y muerte celular.**
El mecanismo por el cual el perdxido de hidrogeno como parte de las ROS,
actia ha sido poco entendido. Existen algunas evidencias que indican que la
actividad es a partir del receptor de tirosina cinasa, sin embargo se conoce un
proceso llamado “transactivacion”, en donde se involucra a un ligando
independiente de la estimulacién del receptor, para la actividad de la tirosina
cinasa. En este orden, la tansactivacion inducida por peréxido de hidrégeno para
el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF) y para el receptor para el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) requieren una revision
considerable. Para la transactivacion del receptor para EGF por H;O,, se
requiere de la induccién de la fosforilacion de JNK y fosfolipasa C. **

Existen reportes que indican la importancia de la ruta de sefalizacion intracelular
en donde estan involucradas las cinasas ERK y AKT para permitir la
supervivencia celular en respuesta al estrés oxidativo. *°

Algunos investigadores sefialan que los radicales liberados del oxigeno inducen la
activacion de ERK 1/2 y una segunda MAPK, p38 en miocitos cardiacos y otras
células. Sefalan ademas que la induccién de la activacion de ERK1/2 es mediado
directamente por la ruta de sefializacién de Ras/Raf/Mek. Existen reportes ademas
de sefalar el papel del peréxido de hidrégeno en la actividad de ERK 1/2, lo
asocian a la expresion de la isoforma de COX-2 y la formacion de prostaglandinas
en cardiomiocitos neonatos. Sin embargo todavia no han se tiene bien claro cual
es el factor de transcripcion intermediario entre la activacion de ERK1/2 y la
expresion de COX-2 en el dafio celular de cardiomiocitos y el receptor asociado a

este evento.



Los resultados presentados en este trabajo caracterizan la participacion por un
lado de las cinasas, el factor de transcripcion y la citosina que regulan los efectos
del estrés oxidativo en fibroblastos gingivales humanos. La familia de las MAPK
con sus tres importantes subfamilias (ERK1/2, p38 y JNK) se fosforilan en
respuesta al estrés oxidativo, sin embargo previo a este evento la Proteina Cinasa
C en su isoforma a tiene que ser fosforilada para que inmediatamente después
active la cascada de sefalizacion de MAPK, siendo especificamente ERK1/2 vy
JNK las que dependen directamente de esta regulacion. Una vez descrito como
era el evento inicial en fibroblastos gingivales humanos en respuesta a peréxido
de hidrégeno, era importante reconocer que factor de transcripcion estaba
asociado a esta respuesta, asi como la citosina y el ocogene que se expresaban.
El factor de transcripcion NF-kB depende para su traslocacién al nacleo celular de
la degradacién de Ik-B, los resultados de este trabajo muestran que Ik-Ba en
respuesta a peroxido de hidrogeno se degrada en el citoplasma lo que permitiria
qgue NF-kB se trasloque al nacleo. La citosina involucrada en este mecanismo de
tansduccién es COX-2 misma que es regulada para su expresion en FGH por
las 3 cinasas de la familia MAPK, siendo JNK la proteina que tiene mayor
participacion en este evento. Finalmente se caracterizé a nivel transcripcional la
expresion del oncegene c-fos inducido por peréxido de hidrégeno en FGH. Lo
anterior nos invita a que futuras investigaciones estén encaminadas a identificar el
receptor asociado al peréxido de hidrégeno en FGH asi como a reconocer vias
alternas de transduccion de sefales en este tipo celular.

El contenido del presente trabajo nos permitiria en un determinado momento
contribuir a que los efectos adversos a nivel de inflamacion de tejidos blandos
bucales, propiamente la encia, asociados al uso terapéutico y estético poco
preventivo del peréxido de hidrégeno, pudieran ser disminuidos por adicion a los
diversos materiales que se utilizan para estos fines de farmacos que inhiben esta

respuesta.
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Modelo esquematico de la transduccién de sefiales por peroxido de hidrégeno
(H202) en Fibroblastos Gingivales Humanos.



14. CONCLUSIONES

A partir de nuestros resultados podemos concluir que:

1. El H,O, promueve la fosforilacion de proteinas en residuos de Tirosina en
fibroblastos gingivales humanos.

2. El H,O, promueve la actividad de los tres miembros importantes de la
familia de las MAPK (ERK1/2, p38 y JNK) en fibroblastos gingivales
humanos, desde 5y 10 minutos de tratamiento.

3. La regulacion antes de la fosforilacion de las MAPK (ERK1/2 y JNK) por
H,O, se lleva a cabo por la isoforma o de PKC.

4. ElI H,O, induce la expresion en fibroblastos gingivales humanos de la
enzima COX-2 desde las 4 horas de tratamiento y dicho evento es
regulado principalmente por la cinasa JNK.

5. La degradacion de IkB y la expresion del oncogene c-fos esta asociada a
estrés oxidativo por H,O-. en fibroblastos gingivales humanos.

6. El H,O, promueve la traslocacion nuclear de ERK1/2 después de haber
sido fosforilado.

7. La inflamacion gingival y el incremento a la susceptibilidad para presentar
enfermedad periodontal esta asociada a especies reactivas del oxigeno
como el H,O,, sin embargo su capacidad y efectividad antibacterial asi
como su efectividad en tratamientos dentales estéticos nos invita a buscar
alternativas en la inhibicion de los efectos celulares inflamatorios del mismo
utilizando farmacos que pudieran ser parte de la composicién de productos

utilizados en odontologia para estos fines.
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