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RESUMEN

“Expresion de Metaloproteinasa de Matriz Extracelular -13 (MMP-13) en

dientes con Periodontitis Apical Asintomatica”

Introduccion

La periodontitis apical asintomatica (PAa) es una respuesta
inmunoinflamatoria local a la invasion microbiana de la pulpa, que resulta en la
destruccion de los tejidos periapicales. La metaloproteinasa de matriz extracelular
-13 (MMP-13) es una colagenasa capaz de degradar los principales componentes
del periodonto y hueso alveolar, por lo que podria estar implicada en la
patogénesis de las lesiones periapicales (LPAS) y su caracterizacion en el fluido
gingival crevicular (FGC) podria reflejar el estado de salud/enfermedad de los
tejidos periapicales. El objetivo de este estudio es comparar los niveles de MMP-
13 en FGC de dientes con PAa y de dientes sanos; y asociar los niveles de MMP-

13 en FGC de dientes con PAa y en homogeneizados de sus respectivas LPAs.

Materiales y Método

Se seleccionaron 12 pacientes con diagnostico clinico y radiografico de
PAa, indicacion de exodoncia y libres de enfermedad periodontal. Se obtuvieron
muestras de FGC de dientes con PAa, FGC de dientes contralaterales sanos y
biopsias de LPAs, obtenidas luego de las exodoncias de los dientes con PAa. Se
determind la concentracion de proteinas totales de las muestras y se determinaron
los niveles de MMP-13 mediante Immunowestern blot. La intensidad de las bandas
se midié por analisis densitométrico con el programa Un Scan iT ®. El analisis

estadistico se realiz6 con la ayuda del software Stata v10.

Resultados
MMP-13 se expresa en FGC de dientes sanos, FGC de dientes con PAa y
en homogeneizados de LPAs, tanto en su forma zimogénica como en su forma

activa. Para ambas formas enzimaticas, los niveles de MMP-13 en FGC de dientes



con PAa fueron significativamente mayores que en sanos. Hubo una correlacion
positiva significativa entre los niveles de proMMP-13 en FGC y en
homogeneizados de LPAs de dientes con PAa, no asi para los niveles de MMP-13

activa.

Conclusiones

MMP-13 participaria en la génesis y/o progresion de la PAa, probablemente
contribuyendo en el proceso de destruccion 6sea en LPAs. Los niveles de MMP-
13 en FGC podrian reflejar la progresion de las LPAs, mientras que el FGC podria
ser una herramienta Gtil en el estudio de la PAa, ya que reflejaria los cambios en el

estado de salud o enfermedad de los tejidos periapicales.



INTRODUCCION

La periodontitis apical asintomatica (PAa) corresponde a la inflamacion y
destruccion de los tejidos perirradiculares causadas por agentes etioldgicos de
origen endodéntico M. Es una enfermedad infecciosa que resulta en la destruccion
progresiva del ligamento periodontal y del hueso alveolar debido a la compleja
interaccién entre las bacterias y la respuesta inmune del hospedero @ 3,
originandose una lesién periapical (LPA), que puede corresponder a un granuloma
apical o bien a un quiste radicular inflamatorio ..

En el desarrollo de las LPAs participan diversas células inflamatorias tales
como macréfagos, linfocitos B y T, células plasmaticas y polimorfonucleares
neutréfilos (PMN) P, Ademas de elementos celulares, se han descrito variados
mediadores inflamatorios que estan presentes en estas lesiones, tales como
interleuquinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12), factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
oxido nitrico (NO), interferon gamma (IFN- y), prostaglandinas y metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs) ™ ¢8: pero no se ha determinado claramente el
mecanismo por el cual se induce la destruccion de estos tejidos. Se acepta que
durante la progresion de las LPAs existen periodos de actividad, donde habria
destruccion tisular activa, y periodos de inactividad, donde no habria un avance de
la lesion 20,

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) son una amplia familia
de endopeptidasas dependientes de calcio y zinc que actian a pH neutro y que en
conjunto son capaces de degradar casi todos los componentes de membrana
basal y de la matriz extracelular (MEC), como colageno, fibronectina, laminina y
proteoglicanos Y. Se clasifican segiin su especificidad por sustrato y estructura
en cinco subgrupos: colagenasas (MMP-1, -8 y -13), gelatinasas (MMP-2 y -9),
estromelisinas (MMP-3, -10 y -11), MMPs asociadas a membrana y otras MMPs [
12—16].

En las enfermedades periodontales, se ha demostrado que ciertas citoquinas

inflamatorias y patdégenos periodontales, como Porphyromonas gingivalis, causan



la activacion y sobrexpresion de MMPs, y particularmente aquellas con actividad
colagenasa se han visto patoldgicamente aumentadas en tejido gingival y en
fluido gingival crevicular (FGC) de dientes con periodontitis cronica, en asociacion

217 Los niveles de MMPs también se han

con la severidad de la enfermedad
visto elevados en pulpitis y LPAs ¥ 13 15 18-22]

La MMP-13 corresponde a una colagenasa cuya especificidad de sustrato
incluye al colageno I, 1l y llI . La evidencia plantea que la MMP-13 tendria un rol
significativo en la iniciacién y progresién de la reabsorcion ésea 2. De hecho, se
ha demostrado una fuerte asociacion entre MMP-13 y la destruccion de hueso y
cartilago en artritis reumatoidea y osteoartritis ** 2. En boca, su expresion se ha
asociado con la pérdida 6sea presente en peri-implantitis ® y periodontitis 3,
Distintos estudios han encontrado niveles aumentados de MMP-13 en tejido
gingival inflamado y fluido gingival crevicular (FGC) de dientes con periodontitis
crénica, al compararlos con dientes sanos # % 2326271 También se ha demostrado
un aumento en la actividad de la MMP-13 durante los periodos de progresion de la
periodontitis crénica y se ha asociado con el grado de reabsorcién 6sea alveolar
19 Mediante inmunohistoquimica, se ha demostrado la expresién de MMP-13 en
LPAs * 13 28 asociada con la destruccion caracteristica de los tejidos periapicales
en estas lesiones. Ademas, se ha postulado que esta colagenasa podria tener un
rol crucial en la formacion de un quiste radicular a partir de un granuloma

inflamatorio [ %

. Todos estos hallazgos, sugieren que MMP-13 podria estar
implicada en la patogénesis de la patologia periapical, participando en la
degradacion de los tejidos blandos y duros de soporte periodontal.

El FGC contiene mediadores bioquimicos, entre ellos las MMPs, que reflejan
el estado metabélico de los tejidos periodontales . Se ha visto que en ausencia
de enfermedad periodontal el FGC representa un transudado de liquido intersticial
de los tejidos periodontales, pero durante la presencia de patologia periodontal,
éste se transforma en un verdadero exudado inflamatorio %, que contiene
mediadores y productos de degradacién provenientes de los tejidos periodontales,
y por tanto, potenciales biomarcadores. Estos podrian ser Gtiles para determinar

presencia o0 ausencia de patologia perirradicular, o bien progresion versus



reparacion. La muestra de FGC es facil de obtener, rapida, no invasiva y ha sido
ampliamente usada en investigacién en periodoncia .

Por lo anteriormente expuesto, en este proyecto de tesis proponemos que los
niveles de MMP-13 aumentan en LPAs de dientes con periodontitis apical
asintomatica, en comparacion con dientes sanos, y que se reflejarian en el FGC

de los dientes afectados.



MARCO TEORICO
Periodontitis apical asintomatica (PAa)

En condiciones normales, el esmalte y la dentina protegen a la pulpa dental
de los microorganismos presentes en la cavidad oral. Sin embargo, a
consecuencia de caries, fracturas, cracks, sacos periodontales o procedimientos
clinicos, la pulpa puede verse expuesta al medio oral e infectarse por microflora
autdgena, desencadenando una repuesta inmuno-inflamatoria que involucra
principalmente polimorfonucleares neutréfilos (PMN), macréfagos, linfocitos vy
células plasmaticas P%. Generalmente, los mecanismos defensivos de la pulpa no
son capaces de erradicar la infeccién. A medida que pasa el tiempo y los irritantes
microbianos persisten, los canales radiculares son invadidos y el proceso
inflamatorio avanza hacia el periapice induciendo necrosis pulpar y generando un
habitat que favorece el desarrollo de una flora mixta, predominantemente
anaerobia y Gram (-), que se organiza en biofilms y se adhiere firmemente al

conducto radicular [ 313!

. A consecuencia del flujo de productos bacterianos a
través del foramen apical, se produce una inflamacion aguda del ligamento
periodontal apical y del tejido éseo vecino, produciéndose la acumulacion,
activacion e interaccion coordinada de células inmuno-inflamatorias en el area
periapical, donde participan mediadores inflamatorios, metabolitos, moléculas
efectoras y anticuerpos & 123336,

Esta respuesta, si bien limita efectivamente la diseminacion de bacterias
desde el canal radicular al hueso subyacente, también resulta en la destruccion de
componentes tisulares, pérdida de ligamento periodontal y reabsorcion de hueso
periapical, cemento radicular y dentina & * ® '3 | a compleja interaccion entre
macrofagos, linfocitos B y T, células plasmaticas, PMN, fibroblastos, células
epiteliales, osteoblastos, osteoclastos, mediadores inflamatorios y MMPSs, provoca
la degradacioén de la matriz extracelular periodontal, una franca reabsorcion 6sea y
la formacion de un tejido de granulacion, estableciéndose un proceso cronico y

asintomatico en el area periapical ™ % %8 1533371 'pDe este modo, se forma una
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lesion periapical (LPA) que representa una barrera defensiva para evitar que la

o 18 12 30]

invasion microbiana se propague al hues . Las LPAs son las lesiones

osteoliticas mas comunes en los maxilares %

y, como se ha descrito, se forman a
consecuencia de la respuesta local inmunoinflamatoria frente a la infeccién de la
pulpa 13,

Radiograficamente, las LPAs se manifiestan como zonas radiolicidas que
rodean el 4pice dentario, cuyo tamafo y morfologia permiten evaluar el progreso o
reparacion de la lesion P! El diagnéstico diferencial entre granulomas y quistes,
basandose soOlo en la imagen radiogréafica, resulta insuficiente, por lo que el
analisis histoldgico es necesario para confirmar el diagnéstico de la lesién 8,
Tanto los granulomas periapicales como los quistes radiculares, son parte del
mismo proceso inflamatorio, pero representado en dos etapas distintas *°. En
ambos tipos de lesiones, hay un infiltrado inflamatorio crénico que se mantiene
asociado a la degradacion de matriz extracelular y reabsorcién 6sea 9,

Los granulomas periapicales consisten en un tejido inflamatorio de
granulacion altamente infiltrado por células y circunscrito por una capsula de tejido
conectivo fibroso, que se adhiere firmemente a la superficie radicular ' *2. Como
principales elementos celulares que los componen, se encuentran los macréfagos,

linfocitos B y T, y células plasmaticas * > *°

, junto con células no inflamatorias
como fibroblastos, osteoblastos y osteoclastos ¥, Células epiteliales con una
capacidad proliferativa latente, derivadas de los restos epiteliales de Malassez
presentes en el ligamento periodontal, también son un hallazgo frecuente en la

patologia periapical ™ 3.

En el proceso inflamatorio periapical, estos restos
epiteliales son inducidos a dividirse y proliferar producto de la actividad de
mediadores inflamatorios, tales como citoquinas proinflamatorias y factores de
crecimiento ¥, lo que puede resultar en la formacién de un quiste radicular
inflamatorio a partir de un granuloma periapical ' *3 38!,

Los quistes periapicales se caracterizan por ser una cavidad recubierta por
epitelio escamoso estratificado ?® 3% 3 con un infiltrado inflamatorio crénico
compuesto por numerosos linfocitos T y macréfagos Y. Se cree que se forman a

partir de la proliferacion de los restos epiteliales de Malassez en los tejidos
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periapicales inflamados #!.

El tratamiento de estas lesiones se basa en una correcta terapia
endododntica, para eliminar la infeccidén y prevenir la recontaminacion, de manera
de lograr la reparacion de los tejidos periapicales y la remisién de la lesién 1232,
Algunos autores sugieren que, a diferencia de los granulomas, los quistes
repararian mas lentamente después de la terapia endodontica y podrian necesitar

un tratamiento quirGrgico adicional 2% %,

Metaloproteinasas (MMPs) y PAa

Diversos mediadores inflamatorios, citoquinas proinflamatorias y factores de
crecimiento liberados por diferentes células residentes en los tejidos periapicales,

se han asociado con la formacién de las LPAs *°!

, pero la interaccion especifica y
el rol que cumplirian en este complejo proceso aun no se ha logrado caracterizar
por completo. En el caso de las MMPs, su participacién en procesos inflamatorios
cronicos y patologias que involucran destruccidén de tejido es evidente, pero adn
poco claro 4.

Las MMPs son una familia de 24 endopeptidasas ¥, de las cuales 23 se han
encontrado en humanos ' ' 35 3% En conjunto, son capaces de degradar la
mayoria de los componentes de la matriz extracelular y de membrana basal:
colageno, fibronectina, laminina, gelatina y proteoglicanos ' ** 71, En los ultimos
afnos, se han descubierto numerosos sustratos bioactivos como blancos de la
actividad de las MMPs, tales como proteinasas, citoquinas, inhibidores de
proteinasas, factores de coagulacion, moléculas quimiotacticas, factores de
crecimiento, receptores de superficie celular y moléculas de adhesion 9 4041,

Casi todas las MMPs, a excepcion de las MMPs -11 y -28, son sintetizadas
como pro-formas latentes y deben ser activadas en los tejidos blanco para ejercer

[28.35. 42 | 3 activacion in vivo de las MMPs implica la remocién de uno

su accién
de sus dominios por parte de otras proteasas, las cuales generalmente forman
parte de una cascada proteolitica en el espacio pericelular “Y. Luego de su

sintesis, las MMPs pueden ser secretadas o bien almacenadas en granulos
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inflamatorios celulares 9,

Estas enzimas proteoliticas son expresadas por una amplia gama de células,
dentro de las que se incluyen macréfagos, neutréfilos, leucocitos, fibroblastos,
células epiteliales, condrocitos, osteoblastos, queratinocitos, células

mesenquimaticas, células endoteliales © 23 3%

, Y se ha visto que estan
involucradas en la degradacion fisioldgica y patoldgica de las proteinas de la MEC
y membrana basal . Su transcripcién es regulada por diversas citoquinas,
factores de crecimiento y componentes de matriz extracelular . Dentro de los
procesos fisiologicos, las MMPs patrticipan en la organogénesis, el crecimiento,
diferenciacion y remodelacion tisular, mientras que su expresion en tejidos adultos
es relativamente baja. En condiciones patoldgicas, sus niveles y/o actividad
aumentan significativamente, como es el caso de ciertas enfermedades
inflamatorias, tumorales y metdastasis, resultando en la degradacién de matriz
extracelular y destruccién tisular patoldgica M 17 39 43 ge ha postulado que
estas enzimas tendrian una participacion activa en la caries dentinaria *¥ y en la
destruccion de los tejidos pulpares, periodontales y periapicales en procesos
inflamatorios crénicos [ # 13 18.22]

Dentro de la familia de las MMPs, las colagenasas y las gelatinasas poseen un
rol significativo en la degradacién directa de colageno en tejido blando y hueso ™.
Especificamente, las colagenasas desintegran el colageno fibrilar intersticial,
siendo éste el principal componente del periodonto y hueso alveolar & 17 441 A
medida que el colageno va desintegrandose en fragmentos mas pequefios, éste
se desnaturaliza a temperatura corporal, para luego ser degradado por las
gelatinasas y otras proteinasas no especificas de tejido ¥ * %°!. Las colagenasas
también pueden hidrolizar otros sustratos, pero éstas son las Unicas enzimas
capaces de destruir el colageno fibrilar ™3,

La actividad proteolitica de las MMPs esta sujeta al control de una serie de
inhibidores enddgenos, siendo los principales la a2-macroglobulina, la cual
bloquea su accion en plasma y en fluidos corporales, y los inhibidores enddégenos
tisulares especificos (TIMPs), los cuales forman complejos con estas enzimas

uniéndose a su sitio activo y, por consiguiente, inhibiendo su accion 16 35 41 42,
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Los TIMPs pertenecen a una familia multigénica que codifica para 4 proteinas:
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4 16 %% 5on expresados en muchos tejidos por
distintos tipos celulares y también estan presentes en fluidos corporales como el
FGC ™. En condiciones patolégicas, como cancer, artritis reumatoidea y
periodontitis, se ha encontrado un desequilibrio a favor de las MMPs entre los

niveles de estas enzimas y sus TIMPs ¢!,
Metaloproteinasa de matriz extracelular-13 (MMP-13)

La MMP-13, también conocida como colagenasa-3, corresponde a un
polipéptido de 471 amino&cidos cuyo gen se ubica en el cromosoma 11q ™. Es
una enzima expresada por condrocitos, fibroblastos, osteoblastos, células
periostales, células epiteliales, PMN, células plasmaticas, células tipo macrofago,
membrana sinovial, carcinoma escamoso y células tumorales 1* 23 30 42
Citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-a y PGE2 inducen su expresion
[4.23.441 | 3 MMP-13 es secretada como un propéptido inactivo, siendo necesaria la
proteolisis de uno de sus dominios para que la enzima se active %,

Su especificidad de sustrato es mas amplia que la de otras colagenesas ™.
Junto con las colagenasas -1 y -2, la MMP-13 degrada la estructura triple
helicoidal del colageno fibrilar tipo I, 1l y Ill, principales componentes del ligamento
periodontal y de la matriz 6sea alveolar, siendo mas activa para colageno tipo Il -
25 43,471 Ademaés, es capaz de degradar colageno tipo IV, IX, X y XIV, gelatina,
proteoglicanos, fibronectina, tenasina, fibrilina, a2-antiquimiotripsina e inhibidor del
activador del plasminégeno (PAI)-2 11 13.14. 23,47

La proMMP-13 tiene un peso molecular (PM) de 60 KDa y compromete tres
dominios proteicos: un dominio C-terminal, esencial para su actividad colagenasa;
un dominio catalitico, que contiene el sitio activo de la enzima; y un dominio
propéptidico, compuesto por 85 aminoacidos y que se pierde durante la activaciéon
[11. 43,471 pPara que proMMP-13 se active, debe haber un primer corte en el sitio
Gly**-11e®, que genera un fragmento intermedio de 56 KDa, y un segundo corte en

el sitio Tyr®® N-terminal, que genera la forma enzimética totalmente activa de 48
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KDa % 'y de vida corta ®¥. Una vez activa, la MMP-13 se vuelve altamente
inestable, generando fragmentos degradados de bajo peso molecular * %8,
La accion de MMP-13 activa puede ser inhibida por todos los tipos de TIMPs, con
los cuales forma complejos por medio de enlaces no covalentes 42 471 Estudios
de andlisis cinético han demostrado que MMP-13 interactia con TIMP-3 1.2 veces
més rapido que con TIMP-1y 5.5 veces mas rapido que con TIMP-2 47,

MMP-13 posee un rol central en la cascada de activacién de las MMPs ™. Asi
como la MMP-13 es capaz de activar a otras MMPs, esta colagenasa puede ser
activada por MMP-2, -14 y -3; y a la vez, proMMP-13 puede autoactivarse por
MMP-13 activa [* 4243,

La evidencia actual sugiere que MMP-13 podria tener un rol significativo en el
inicio y progreso de la reabsorcion 6sea, asi como en la destruccién de tejido
periodontal > % 2%, Se postula que MMP-13 serfa la responsable de remover las
fibras de colageno no mineralizado de la superficie del hueso, exponiendo de esta
manera la matriz 6sea mineralizada antes de la reabsorcion ésea por los
osteoclastos * %2,

En periodontitis cronica, la expresion de MMP-13 ha sido detectada en
epitelio, tejido conectivo y hueso, asi como en el FGC de dientes afectados > ° %
26,27 MMP-13 pareciera ser la principal colagenasa expresada por el epitelio del
surco gingival, donde podria participar en el crecimiento del epitelio del surco
gingival hacia el tejido conjuntivo durante la inflamacién de la mucosa 2”44, su
expresion en las células epiteliales estaria inducida por citoquinas y factores de
crecimiento liberados por células inflamatorias %. EI aumento en los niveles de
MMP-13 encontrado en estudios de periodontitis crénica, pareciera ser que es
para todas sus formas enziméaticas, es decir, para proMMP-13, MMP-13 activa y
sus fragmentos % %3,

Por otro lado, en la patogénesis de la periodontitis periapical hay degradacion
de varios componentes de la matriz extracelular *°, como colageno, fibronectina,
laminina y pequefios proteoglicanos; todos sustratos de la MMP-13 28!, Es por esto
gue distintas investigaciones han estudiado la presencia de MMP-13 en LPAs y se

ha logrado inmunolocalizar su expresion en estas lesiones ™ 1% 28 Otros estudios
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han demostrado que células plasmaticas y epiteliales presentes en LPAs expresan
MMP-13 3 ¥y han propuesto que esta colagenesa estaria involucrada en la
patogénesis de estas lesiones ™ participando en la destruccién de matriz
periodontal y en la ostedlisis durante la PAa . Si bien se sabe que tiene un rol
significativo en la destruccién ésea caracteristica de granulomas inflamatorios y
quistes odontogénicos ™, y en la degradacién de matriz periodontal, ain no se
conocen los mecanismos especificos en los que participa durante la hidrolisis de
tejidos blandos y duros ™.

Al comparar la expresion de MMP-13 en ambos tipos de LPAs, se ha visto
que MMP-13 se expresa en un mayor numero de células en granulomas que en
quistes ¥, Ademas, se han detectado niveles de MMP-13 significativamente
aumentados en LPAs epitelizadas > %, por lo que su expresién en FGC de
dientes con LPAs se ha asociado a la presencia de tejido epitelial en la patologia
periapical y al desarrollo de un quiste radicular a partir de un granuloma ¥, debido
a la capacidad de MMP-13 de influenciar tanto la migracion de restos epiteliales

como la invasion al tejido de granulacion 39,

MMPs en FGC

El FGC es un transudado que esta constituido por elementos derivados del
suero, tejido conectivo, epitelio, leucocitos y bacterias de los tejidos periodontales
491 Al establecerse un proceso infeccioso, el FGC pasa de ser un transudado a
un exudado inflamatorio, generado por el aumento de permeabilidad de las

9]

barreras vasculares y epiteliales ', que acarrea mediadores de inflamacién y

destruccién tisular de los tejidos periodontales %, Es por esto que el FGC ha sido
objeto de estudio en pacientes con periodontitis, con el fin de identificar
potenciales marcadores y productos de destruccion tisular que sirvan como

[50]

indicadores diagndsticos y que puedan ser obtenidos no invasivamente del

surco gingival o saco periodontal 5%,
En este contexto, estudios que han analizado el nivel de colagenasas en

FGC han demostrado correlaciones positivas entre la actividad de estas MMPs y
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| [9. 49, 52]

la severidad de la enfermedad periodonta , por lo que se ha dado especial

atenciéon al uso de las colagenasas como marcadores de progresion de la

49]

enfermedad periodontal 1%, Del total de colagenasas en el FGC de pacientes

periodontales, MMP-13 representa el 3-4% [ 26l

y ha sido catalogada como un
biomarcador especifico de destruccion ésea alveolar 9.

Recientemente, un estudio analizo por primera vez el FGC como fuente de
moléculas liberadas de LPAs y se postuld que los niveles de MMPs en FGC

podrian reflejar el estado inflamatorio de los tejidos periapicales .
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HIPOTESIS

Los niveles de Metaloproteinasa de matriz extracelular-13 (MMP-13) aumentan en
lesiones apicales de dientes con periodontitis apical asintomatica en comparacion
con dientes sanos. Estos cambios se reflejan en el fluido gingival crevicular (FGC)

de los dientes afectados.

OBJETIVO GENERAL

Comparar y asociar los niveles de Metaloproteinasa de matriz extracelular-13

(MMP-13) en lesiones apicales y fluido gingival crevicular (FGC) de dientes con

periodontitis apical asintomatica y de dientes sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar las formas enzimaticas de la MMP-13 asociadas con
periodontitis apical asintomatica.

2. Determinar los niveles de MMP-13 en homogeneizados de lesiones

periapicales de dientes con periodontitis apical asintomatica.

3. Comparar los niveles de MMP-13 en FGC proveniente de dientes con

periodontitis apical asintomatica y de dientes contralaterales sanos.

4. Asociar los niveles de MMP-13 en FGC de dientes con periodontitis apical

asintomatica y homogeneizados de lesiones periapicales.
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MATERIALES Y METODO

El presente estudio se desarrolldé en el marco de los proyectos DI 07/02-2 y
FONDECYT 1090461 y por tanto cuenta con la aprobacion de los respectivos
comités de ética y bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la Universidad

de Chile y CONICYT. Corresponde a un estudio analitico de casos y controles.

Seleccion de Pacientes

Se seleccionaron pacientes (n=12) con diagndstico clinico y radiografico de PAa 'y
con indicacibn de exodoncia, en la Clinica de Cirugia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, previa firma de un consentimiento
informado (Anexo 1), que fue explicado y entregado por los investigadores a los
participantes del estudio para su lectura y aprobacion. El diagnostico se realizé
mediante anamnesis, examen radiogréfico y test de diagndstico pulpar, el que se
registrd6 en una ficha elaborada para tal fin (Anexo 2). Los criterios de inclusion
para el diagnoéstico de PAa fueron: piezas que no respondieran a los test de
diagnéstico pulpar (frio probado con cloruro de etilo, calor probado con
transpoliisopreno), que a la percusion vertical la respuesta estuviese normal o
levemente aumentada, y que al examen radiografico se observara destruccion
Osea apical mayor a 5mm en relacidén a la pieza en cuestidén (imagen radiografica
compatible con granuloma o quiste radicular). Se excluyeron del presente estudio
aquellos pacientes que presentaban enfermedades periodontales, que habian
recibido medicacion de antibidticos, corticoides o de antiinflamatorios en los
altimos 3 meses 0 que presentaban enfermedades sistémicas asociadas con

metabolismo 6seo.

Obtencién de las muestras, elucién y homogenizaciéon

Fluido gingival crevicular (FGC)

En cada paciente seleccionado, se obtuvieron muestras de FGC proveniente de
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dientes con LPA (n=12) y de FGC de dientes sanos contralaterales (n= 12). Para
ello, los dientes se aislaron con térulas de algodén, se secaron suavemente y se
introdujo una tira de papel (periopaper™ strips; Oraflow, Plainview, New Cork,
USA) en el surco gingival durante 30 segundos por sitio: mesio-vestibular, medio-
vestibular, disto-vestibular, mesio-palatino/lingual, medio-palatino/lingual y disto-
palatino/lingual. Las muestras de FGC fueron eluidas desde las tiras por
centrifugacion utilizando amortiguador de elucién NaCl 0,9%, 30 uL por tira, se
vortexe0 y se dejo a 4°C durante 30 minutos. Luego, los tubos se centrifugaron a
12.000rpm, por 5 minutos a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se repitié el
procedimiento, rescatando un volumen final de 360 pL aproximadamente. Los
eluidos fueron conservados a -80°C hasta la realizacion del ensayo bioquimico

correspondiente.

Biopsias de LPAs

Se obtuvieron biopsias de LPAs ¥ de los mismos dientes con PAa a partir de los
cuales se obtuvieron las muestras de FGC. Luego de las exodoncias, se
separaron las LPAs de los dientes extraidos con curetas y se depositaron en
tubos eppendorf. Posteriormente, las muestras de tejido se homogeneizaron en
amortiguador de NaCl 0,9% con coctel de inhibidor de proteasas (Complete, mini,
EDTA-free, Roche®) en proporcion volumen:peso de 10 pL/mg de tejido, se
centrifugaron a 13.000 rpm por 6 minutos a 4°C, se recogieron los sobrenadantes
y se mantuvieron a —80°C hasta el momento de efectuarse los estudios

bioquimicos correspondientes 3.

Cuantificacion de Proteinas Totales

A cada muestra se le realizo cuantificacion de proteinas totales (pg/pL) mediante
el método del acido bisciconitico (Micro BCA™, Pierce®, Rockford, USA) segln

instrucciones del fabricante.
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Immunowestern blot para MMP-13

Con el objetivo de identificar las formas moleculares de la MMP-13 vy
posteriormente determinar los niveles correspondientes a las proformas y formas
activas, alicuotas de eluidos de FGC y homogeneizados de LPAs (30 pg de
proteinas totales) se cargaron en geles SDS-PAGE al 10% durante 60min a 150 V
B4 en condiciones desnaturantes reductoras. Las proteinas asi separadas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45um (Pierce, Rockford, USA),
en ciclos de 10, 20, 30, 40 V, 10 minutos cada uno, y a 50 V por 30 minutos.
Posteriormente, la membrana fue bloqueada por 1 hora en amortiguador TBS-T
(Tris-tHCL 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM y Tween 20 al 0,1%) con leche
descremada al 5%. Se lavé con amortiguador TBS-T 0,1%, 4 veces por 15
minutos, y se incub6é con anticuerpo primario antiMMP-13 (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) en dilucion de 1:250 con amortiguador TBS-T 0,1% toda la
noche a 4°C. Luego la membrana se lavé con amortiguador TBS-T 0,1%, 4 veces
durante 15 minutos, y se incubd con anticuerpo secundario (GAMPO, Dako,
Glostrup, Denmark) en dilucion de 1:10.000 con amortiguador TBS-T 0,1%,
durante 1 hora en agitacion. Nuevamente, se realizaron 4 lavados de 15 minutos
con amortiguador TBS-T 0,1%. Para identificar la reaccién positiva, se utilizé el
meétodo de quimioluminiscencia (Pierce Biotechnology, Rockford, USA), donde se
expuso a peliculas radiograficas (Kodak, Rochester, New York, USA) y se reveld
utilizando los liquidos respectivos. La intensidad de las bandas se midi6 por
analisis densitométrico con el programa Un Scan iT ® (Silk Scientific Inc, Orem,
Utah, USA).

Analisis de los datos
El andlisis estadistico se realizé con la ayuda del software Stata v10. Los datos se

expresaron como promedio + desviacion estandar (DS). Para comparar la

expresion de MMP-13 en FGC de dientes enfermos versus FGC de dientes sanos,
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se empleo el Test de t pareado o Wilcoxon, mientras que para asociar los niveles
de MMP-13, en FGC de dientes enfermos y en homogeneizados de tejido,
correlacion de Pearson/Spearman, dependiendo si los datos presentaban o no

distribucion normal. Se considerd significacion estadistica cuando p < 0,05.



22

RESULTADOS

El grupo de estudio incluyd 12 pacientes, a partir de los cuales se obtuvo una
muestra de FGC de diente con LPA, la lesion correspondiente post-exodoncia y
una muestra control de FGC de diente sano contralateral. Los sujetos de estudio
presentaron una edad promedio de 44,1+11,4 afios y 5 de ellos correspondieron a

mujeres.

Concentracion de proteinas totales (CPT)

FGC: La concentracion de proteinas totales de las muestras se observan en la
Tabla I. No hubo diferencia entre los valores de FGC de dientes sanos y con PAa
(p < 0,05).

Homogeneizados de LPAs: Las muestras de homogeneizados de lesiones

presentaron una concentracién de proteinas totales de 1,81 + 0,55 pg/pL.

Tabla I: Concentracién de proteinas totales de las muestras de FGC.

FGC PAa FGC sanos p

CPT (ug/uL) 0,31+0,18 0,31+0,13 <0,05
(promedio = DS)

Identificacion de formas enziméticas de MMP-13

A través de immunowestern blot se observaron las formas enzimaticas
correspondientes a la MMP-13: la forma activa se identific6 como una banda Unica
de ~48 KDa, mientras que la proMMP-13 se identific6 como una banda Unica de
~60 KDa, tanto en homogeneizados de LPAs como en FGC de dientes con PAay

de contralaterales sanos (Figura I).



23

SPM Paa Paa C C

100- !

proMMP-13
" % ;aMMP-13

Fragmentos

5 -

Figura |: Formas enziméticas de MMP-13 en muestras de FGC de dientes con
PAa y controles sanos. Figura representativa que demuestra la expresion
proteica de MMP-13 en FGC de enfermos y sanos. Se observan bandas de 60
KDa, que corresponden a la proMMP-13, y de 48 KDa correspondientes a la MMP-
13 activa.

Carriles 1 y 2: FGC de dientes con PAa; Carriles 3 y 4: FGC de dientes

contralaterales sanos.

Niveles de MMP-13 en FGC y homogeneizados de LPAs

FGC: El analisis densitométrico de las bandas correspondientes a la proforma y
forma activa de la MMP-13 determiné aumentos significativos de ambas formas
enzimaticas de la MMP-13 en FGC de dientes con PAa en relacién con FGC de
dientes sanos (p < 0,0001) (Figura II).

Homogeneizados de LPAs: En lesiones periapicales, el promedio de los niveles de
proMMP-13 correspondié a 8805.5 + 873 UA/uL, asi como el promedio de los
niveles de MMP-13 activa fue de 5813.4 £ 419.3 UA/uL.
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Figura Il: Niveles de proformas y forma activa de la MMP-13 en FGC de
dientes con PAay FGC de dientes contralaterales sanos. (*p < 0,0001).

Asociacion de niveles de MMP-13 entre FGC de dientes con PAa y sus

respectivas LPAs

Se encontraron correlaciones positivas (r = 0,58; p = 0,049) entre los niveles de
proMMP-13 en FGC de dientes con PAa y los homogeneizados de biopsias de
LPAs (Figura Ill), mientras que para la forma activa de MMP-13 la correlacion no
fue significativa (p = 0,782).
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Figura Ill: Correlacion de los niveles de proMMP-13 en FGC de dientes con
PAa y homogeneizados de LPAs. Se establecidé una correlacion positiva en la
expresion de MMP-13 en FGC de dientes con PAa y en homogeneizados de
biopsias de LPAs, usando los valores obtenidos en el analisis densitométrico del
Western blot (r=0,58; p = 0,049).
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DISCUSION

La PAa representa una respuesta inmunoinflamatoria local a la invasion
microbiana de la pulpa, que resulta en la inflamacion y destruccion del ligamento
periodontal y hueso alveolar apical, en ausencia de sintomatologia clinica * *°.

Su patogénesis es muy compleja y los mecanismos de reabsorcion Osea

permanecen inconclusos hasta hoy © 34

, Sin embargo, se sabe que diversos
mediadores y factores del hospedero estarian involucrados en la formacion de las

LPAs, dentro de los cuales MMP-13 desempefiaria un importante rol 2.

Los resultados de este estudio soportan la participacion de MMP-13 en la
patogenia de las LPAs y proveen evidencia preliminar de que el FGC refleja los
niveles y/o actividad de MMP-13 en los tejidos periapicales y por tanto, podria
constituir una herramienta complementaria a la clinica en el monitoreo del estado

de salud/enfermedad periapical durante el diagndstico y tratamiento endoddntico.

En este trabajo de investigacion identificamos la presencia de MMP-13, tanto
en su forma zimogénica como en su forma activa, en homogeneizados de LPAs y
en FGC de dientes con PAa y de dientes sanos. Estudios previos han demostrado
la expresion de MMP-13 en LPAs mediante inmunohistoquimica ** 28 sin
embargo, este es el primer estudio donde se describe la presencia de las formas
enzimaticas de MMP-13 en FGC de dientes con PAa.

Al comparar los niveles de MMP-13 en FGC de dientes con PAa versus
controles, estos fueron significativamente mayores en dientes con PAa. Estas
diferencias fueron tanto para proMMP-13 como para MMP-13 activa. Nuestros
hallazgos concuerdan con estudios realizados en periodontitis cronica, donde los
niveles de MMP-13 en FGC de dientes enfermos han aumentado en relacion a los

sanos 9 23.26.27]

Este es el primer estudio en demostrar la presencia y sobre-expresion proteica
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de MMP-13 en FGC de dientes con PAa. El aumento en los niveles de MMP-13 en
FGC de dientes con PAa, sugiere fuertemente que MMP-13 estaria involucrada en
la génesis y/o progresion de la PAa, posiblemente mediante la destruccion de
hueso alveolar en LPAs. De hecho en periodontitis cronica, se ha propuesto como

r 149

uno de los marcadores especificos de reabsorcion 6sea alveola . En procesos

inflamatorios crénicos, se ha visto que MMP-13 es expresada por osteoblastos

a®® %1 En este

adyacentes a los osteoclastos en sitios de reabsorcion Gsea activ
contexto, MMP-13 seria la responsable de degradar la capa de colageno no
mineralizado que cubre la superficie del hueso, exponiendo la matriz désea
mineralizada y permitiendo que los osteoclastos puedan adherirse a ella & % 57,
De esta manera, la accién colagenasa y gelatinasa de MMP-13 resultaria en la
denudacion de la superficie sea y posterior activacion de los osteoclastos °”. En
PAa, se ha propuesto que la destruccion O0sea caracteristica de las LPAs se
deberia a la activaciébn de osteoclastos en el area periapical, los cuales liberan
proteinasas lisosomales y, de esta forma, degradan la matriz mineralizada del

hueso alveolar que rodea el &pice dentario 2.

En la actualidad, el diagndstico, prondéstico, evaluacion y control post-
tratamiento de las LPAs, se basan fundamentalmente en el analisis radiogréafico
%8 siendo la reabsorcion 6sea en el area periapical el principal indicador de
progreso o reparacion de estas lesiones . Estudios recientes han demostrado
que técnicas como el ultrasonido y la tomografia computarizada Cone-beam
permiten hacer el diagndstico diferencial entre granulomas y quistes, pero en la
practica, la biopsia y su analisis anatomopatoldgico son la herramienta diagnostica

de rutina para tal efecto ¥

. Lamentablemente, podrian pasar meses o incluso
afios antes de detectar cambios en la densidad 6sea con la radiografia %, y la
biopsia por su parte, se obtiene luego de la exodoncia del diente o bien mediante
cirugia periapical ®. En este contexto, serfa interesante contar con métodos
diagnésticos mas sensibles y menos invasivos, que permitan monitorear la
presencia y evolucion de las LPAs, antes y después del tratamiento endoddntico o

quirargico.
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La muestra de FGC puede obtenerse del surco gingival o saco periodontal de
manera facil y no invasiva, contiene una gran variedad de mediadores que reflejan
el estado metabdlico de los tejidos periodontales y es una importante fuente de
factores posiblemente asociados a la actividad osteoclastica Y. Un estudio
reciente, analizé por primera vez el FGC como fuente de moléculas liberadas de la
patologia periapical y detectd niveles aumentados de MMP-9 y MMP-2 en FGC de
dientes con LPAs . De modo similar, en el presente estudio hemos encontrado
niveles significativamente elevados de MMP-13, tanto en su proforma como en la
forma activa, en FGC de dientes con PAa en comparacién con controles. Por
consiguiente, la expresion de MMP-13 en FGC podria servir como un marcador de
progresion de las LPAs en dientes con PAa y podria complementar la practica

clinica en la evaluacién de la respuesta al tratamiento endodoéntico.

Adicionalmente, en este trabajo encontramos una correlacién positiva entre los
niveles de proMMP-13 en FGC y en homogeneizados de LPAs. Esto sugiere que
la principal fuente de MMP-13 en el FGC de dientes con PAa corresponderia a la
LPA respectiva y por tanto estos resultados contribuyen a evidenciar que el FGC
podria reflejar el estado de salud o enfermedad de los tejidos periapicales en
dientes con PAa. Esta colagenasa podria representar un potencial biomarcador
diagnéstico de PAa y su expresion en FGC podria ayudar en el futuro desarrollo

de nuevas tecnologias y métodos diagnésticos y de seguimiento de LPAs.

Este es el primer estudio donde se relacionan los niveles de MMP-13 en FGC
de dientes con PAa y en homogeneizados de LPAs. Sin embargo, la correlacién
entre los niveles de MMP-13 activa en FGC de dientes con PAa y aquellos en
homogeneizados de LPAs no fue significativa. Esto podria explicarse por la rapida
degradacion que sufre la MMP-13 después de activarse y ejercer su accion. La
forma activa de MMP-13 es muy inestable y se ha visto que a 37°C se degrada en
2 fragmentos debido a la hidrélisis autoproteolitica del enlace peptidico Ser**-Leu

248 separandose el dominio c-terminal del dominio catalitico. Este Gltimo dominio,
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sufre luego una segunda fragmentacién autoproteolitica, con lo que la enzima
pierde sus propiedades cataliticas ¥, Por otro lado, la inhibicion de MMP-13
activa por parte de los TIMPs en FGC también podria explicar este hallazgo.

Debido a que este trabajo de investigacion corresponde al primer estudio
desarrollado en MMP-13 y sus niveles en el FGC de la PAa, se sugiere
complementar estos resultados con nuevos estudios, de modo de caracterizar la
expresion de MMP-13 y de otros mediadores inflamatorios en FGC, sus roles en la
patogénesis de la PAa y determinar la utilidad del FGC en el estudio de la

patologia periapical.
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CONCLUSIONES

. MMP-13 se expresa en homogeneizados de LPAs y en FGC de dientes con

PAa tanto en su forma zimogénica como en su forma activa.

. Los niveles de MMP-13 en FGC de dientes con PAa, tanto para proMMP-13
como para MMP-13 activa, son significativamente mayores que en FGC de
dientes sanos, sugiriendo fuertemente que MMP-13 participaria en la
génesis y/o progresion de la PAa, probablemente contribuyendo en el

proceso de destruccidon ésea alveolar en LPAs.

. Existe una correlacién positiva entre los niveles de proMMP-13 en FGC de
dientes con PAa y en las LPAs respectivas, indicando que los niveles de
MMP-13 en el FGC reflejarian los niveles de MMP-13 en la LPA.

. El FGC podria ser una herramienta util en el estudio de la PAa, ya que
reflejaria los cambios en el estado de salud o enfermedad de los tejidos

periapicales.
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ANEXO 1

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Trabajo de Investigacién: “Expresion de Metaloproteinasa-13 (MMP-13) en
dientes con periodontitis apical asintomatica”.

Investigador responsable: Marcela Hernandez Rios

Antecedentes Generales

Las lesiones periapicales de origen endododntico se producen una vez que las
bacterias y/o sus productos han alcanzado el area apical del diente provocando
una inflamacion del tejido perirradicular, conocida como Periodontitis apical, que
genera destruccion del hueso circundante. El tratamiento indicado para estas
lesiones es el tratamiento endoddntico para el diente en cuestion, permitiendo
eliminar la infeccion y evitar las complicaciones de estas patologias y/o la pérdida
de la pieza dentaria. El propdsito del presente estudio es analizar la presencia de
mediadores inflamatorios responsables de la destruccion dsea en estos tipos de
lesiones.

Este formulario sera explicado por el investigador, se entregara a los participantes
para su lectura en casa y sera firmado en dos ejemplares, uno de los cuales sera
guardado por el investigador y el otro por el paciente.

Procedimiento

A los sujetos seleccionados para el presente estudio se les efectuara un examen
clinico y radiografico de la pieza dentaria afectada por Periodontitis Apical Crénica,
seran sometidos a tratamiento endoddntico de la pieza, durante el cual se les
tomara una muestra del contenido del conducto, asi como de fluido gingival
crevicular (FGC) con tiras de papel absorbente, en forma previa y después del
tratamiento endododntico. Esta muestra no se realiza normalmente a los pacientes,
pero es completamente inocua y sin ninguna implicancia para el tratamiento. Una
vez analizadas, las muestras seran descartadas.

En los pacientes que presenten indicacion de extraccion dentaria, las piezas
extraidas seran sometidas a estudio anatomopatoldgico, estudio que se indica
como procedimiento de rutina para cualquier lesion extirpada.

Los datos personales e identificacion de los sujetos participantes seran
confidenciales. En caso de manifestar interés en los resultados de los analisis
efectuados, los interesados pueden acceder a esta informacion solicitandola al
investigador responsable.

Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio en cualquier momento, en
caso de que lo estimen conveniente.

Ventajas
Como ventajas de participar en el presente estudio, a todos los pacientes
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participantes del mismo se les obsequiaran elementos de higiene dental, ya sea
cepillos, seda dental y limpiadores de espacios interproximales. Ademas, el
estudio anatomo patolégico de rutina se realizard sin costo econdmico en los
casos de extirpacion de lesiones y asi como el diagndstico molecular de las
muestras de fluidos.

Declaro

Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje
claro y sencillo, y el facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y
preguntas necesarias, resolviéndome todas las dudas que he planteado. También
comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacién alguna
puedo revocar el consentimiento que ahora presto para participar en el presente
Proyecto de Investigacion.

Identificacién Paciente Identificacién del Investigador
Nombre:. ... Nombre: ...
RUti RUt .
TelefoNO: . ..,

Firma:.......oooo Firma:......ooo
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FICHA CLINICA
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. Cambio de coloracion:........

2.
3. Aumento de volumen (localizado/difuso/duro/blando):............c.ccocoeieieinnne.
4.

Examen Radiolégico:
1. Reabsorcion 6sea marginal

(vertical/horizontal/discreta/moderada/avanzada)......................

2. Linea Periodontal Apical
(normal/engrosada/ausente)
3. Area periapical



5. Tamaifio Area Radiollcida (vertical/horizontal

Test Diagnostico:
1. Frio (normal/aumentada/disminuida/no responde)
2. Calor (normal/aumentada/disminuida/no responde)

3. Percusién
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