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Trabajo de Investigacion

Efecto del Tratamiento Periodontal no Quirurgico en los
Niveles de MMP-2 y TIMP-2 en Periodontitis Cronica

Effect of Non-Surgical Periodontal Treatment in the Levels of MMP-2 and
TIMP-2 in Chronic Periodontitis

Dutzan N', Hernandez M'2, Pozo P3, Rivera O', Oyarzun A%, Dezerega A’

RESUMEN

La MMP-2 es una gelatinasa envuelta en la degradacion de la matriz extracelular ya sea directamente por sus efectos degradativos o por la capacidad
de procesar sustratos bioactivos. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del tratamiento periodontal no quirargico en los niveles de MMP-2
y TIMP-2 en el fluido gingival crevicular (FGC) de sitios con periodontitis cronica. Materiales y Métodos: Se estudiaron sitios de individuos con peri-
odontitis cronica los cuales fueron seguidos hasta completar el tratamiento periodontal no quirtrgico. Se obtuvieron biopsias (pre-tratamiento) y FGC
(pre y post tratamiento) de sitios con periodontitis crénica y de sitios sanos. Se observé la expresion de MMP-2 y TIMP-2 en tejidos gingivales enfermos
y sanos mediante inmunohistoquimica y se determinaron sus niveles mediante la técnica ELISA. Resultados: Observamos presencia de MMP-2 y
TIMP-2 en biopsias de sitios con periodontitis (pre-tratamiento) y sitios sanos. Los niveles de MMP-2 fueron mayores en el FGC de individuos con peri-
odontitis en comparacioén a individuos sanos. Los niveles de MMP-2 disminuyeron en los sitios afectados luego de realizado el tratamiento periodontal
no quirurgico. No encontramos diferencias significativas en los niveles de TIMP-2 al comparar sitios antes o después del tratamiento. Conclusién: La
MMP-2 podria tener un rol dentro de los fendmenos de destruccion tisular que caracteriza a la periodontitis conica. El tratamiento periodontal no quirar-
gico disminuye los niveles de MMP-2 en sitios con periodontitis cronica.
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinase (MMP)-2 is a gelatinase involved in extracellular matrix degradation either by its direct degradative effects or by processing
bioactive substrates. The aim of this study was to determine the effect of conventional tratment in the levels of MMP-2 and tissue inhibitor of metallopro-
teinase (TIMP)-2 in gingival crevicular fluid (GCF) of chronic periodontitis patients. Materials and Methods: In this study chronic periodontitis patients
with moderate to severe disease were followed until they complete the non-surgical periodontal theraphy. Gingival biopses were obteined from peri-
odontitis (pre-treatment) and healty sites. GCF samples were obteined from periodontitis (pre and post treatment) and healthy sites. MMP-2 and TIMP-2
detection were carried out by immunihistochemistry and levels determination by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results: We observed
the expression of MMP-2 y TIMP-2 in gingival biopses from periodontitis (pre-treatment) and healthy sites. The levels of MMP-2 were higher in GCF
of disease sites in relation to healthy sites and lower post-treatment sites in comparation with pre-treatment sites. There were no significant diferences
in the levels of TIMP-2 before or after nonsurgical periodontal treatment. Conclusion: MMP-2 could play a role in tissue destruction a characteristic of
chronic periodontitis. Nonsurgical periodontal treatment decrease the levels of MMP-2 in sites with chronic periodontitis.
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INTRODUCCION el balance entre MMPs y TIMPs es de central importancia para la

degradacion de tejido conectivo durante condiciones tanto fisiologicas

La Enfermedades Periodontales comprenden un grupo de
condiciones, causadas por infeccion bacteriana, que afectan los tejidos
de soporte del diente(”, y que esté caracterizada por un denso infiltrado
inflamatorio asociado con pérdida de hueso alveolar e insercion de tejido
conectivo, cuya consecuencia final puede ser la pérdida dentaria®. Se
cree que la pérdida de tejido durante la periodontitis es el resultado de
la activacion de células del hospedero generada tanto por antigenos
bacterianos como por mediadores inflamatorios producidos localmente
como respuesta frente a dichos antigenos®. Estos mediadores gatillarian
la reabsorcién de hueso alveolar y la expresién de proteasas que
degradan matriz extracelular (MEC), lo que se traduce en destruccion
tisular. Dichos mediadores corresponden en su mayoria a metabolitos
del acido araquidoénico, citoquinas y enzimas. Es reconocido que
durante la periodontitis activa, la degradacién de tejido, principalmente
colageno, se debe en parte a Metaloproteinasas de Matriz extracelular
(MMPs) expresadas in situ por células inflamatorias y residentes®. A
nivel extracelular la actividad de estas enzimas esta determinada por
mecanismos de activacion de sus proformas y por inhibiciéon a través
de Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas (TIMPs). De esta forma

como patologicas®.

En periodontitis crénica se ha observado la presencia de MMPs
-1, -2, -3, -7, -8, -9 y -13, mientras que en encia sana sélo la pro forma
de MMP-2. La MMP-2 es producida por fibroblastos gingivales e hidroliza
preferentemente gelatina y colageno tipo IV, actuando también sobre
colageno tipo | triple hélice, proteoglicanos de cartilago y elastina, IL-1(,
MCP-3, decorina y laminina-5567_E| principal inhibidor de la MMP-2 es
TIMP-269),

Si bien la variacién que experimentan los niveles de MMP-2
y TIMP-2 antes y posterior al tratamiento periodontal no quirdrgico no
ha sido descrita, estudios demuestran que este tratamiento disminuye
significativamente los niveles de MMP-1 y MMP-3 aumentando por otro
lado los niveles de TIMP-1 en el FGC de individuos con periodontitis
crénica®,

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto
del tratamiento periodontal no quirdrgico en los niveles de MMP-2 y
TIMP-2 presentes en FGC de pacientes con diagnostico de Periodontitis
Crénica.
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Efecto del Tratamiento Periodontal no Quirtrgico en los Niveles de MMP-2 y TIMP-2 en Periodontitis Crénica

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de pacientes y de sujetos sanos

Se seleccionaron 30 pacientes de edad =235 afios, con
diagnéstico de periodontitis cronica, de acuerdo a los siguientes criterios
de inclusion:

1. Presencia de un minimo de 14 dientes, excluyendo los
terceros molares, de los cuales al menos 6 sean dientes posteriores.

2. Severidad de la enfermedad de moderada a avanzada: al
menos 5-6 dientes con bolsas periodontales =25 mm, pérdida de insercién =3
mm, y con pérdida de hueso horizontal determinada en una radiografia.

3. No haber recibido nunca tratamiento periodontal.

4. No presentar enfermedad sistémica que pueda afectar la
periodontitis y/o que requiera premedicacion médica.

5. No haber recibido medicacion de antibiéticos o de antinfla-
matorios en los ultimos 3 meses.

Ademas se seleccionaron 10 sujetos voluntarios sin enfermedad
periodontal, como grupo control.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, se explicé a todos
los pacientes y se obtuvo consentimiento informado de cada uno de los
participantes.

Todos los pacientes fueron sometidos a tratamiento periodontal.
Se realiz6 un control clinico a las 6 semanas post-tratamiento pe-riodontal
no quirudrgico.

Mediciones clinicas

Se tomaron mediciones replicadas del nivel de insercion
y de la profundidad de la bolsa periodontal en 6 sitios por diente, por
un investigador calibrado (x=0,85). Mediciones dicotémicas de placa
supragingival y de sangramiento al sondaje también fueron realizadas
en los 6 sitios por diente. Las mediciones del nivel de insercion y de la
profundidad de la bolsa se tomaron con una sonda milimetrada modelo
Universidad Carolina del Norte (UNC15) (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).

Coleccion de fluido gingival crevicular (FGC) y obtencién de biopsia
de tejido
a) Recoleccién de FGC. Para la recolecciéon de FGC, se procedié
a aislar los dientes con rollos de algodén, se secd cuidadosamente
el sitio gingival con una jeringa de aire. EI FGC se recolecté con tiras
de papel Periopaper® (ProFlow, Amityville, New York), luego las tiras
de Periopaper® se introdujeron dentro de un tubo eppendorf estéril y
guardaron a -80°C hasta su andlisis.

En los pacientes con periodontitis cronica se tomaron muestras de
FGC de bolsas >5mm (3 tiras por sitio), al inicio del estudio (n=30), y luego
de 6 semanas del tratamiento. Como controles se usaron muestras de
FGC de sujetos sanos (n=10), las que se tomaron en el surco mesiobucal
de éstos dientes.

b) Elucién del fluido gingival crevicular. Después de recolectado el FGC,
éste se extrajo desde las tiras de papel en un tubo eppendorff (Eppendorf,
Hamburg, Germany) con 50 ul de buffer fosfato salino con 0.05% de
Tween-20 (PBS-T) por tira de Periopaper,® se incubd a 4°C durante 30
minutos y luego se centrifugé a 12500 rpm durante 5 min a 4°C (Hermle
LaborTechnic, Germany) repitiendo el procedimiento tres veces. El fluido
obtenido de cada muestra se mantuvo a -80°C hasta su andlisis.

c) Cuantificacion de proteinas en fluido gingival crevicular. La cantidad
de proteinas totales del FGC fue cuantificada con el método del acido
bicinconitico (Micro BCA™, Pierce®, Rockford, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La cantidad de proteinas totales se expreso
en microgramos por mililitro a través de una curva estandar obtenida con
albumina sérica bovina.

d) Coleccién de tejido conectivo gingival. Se tomaron biopsias de tejido
conectivo gingival de sitios periodontales con bolsas de mas de 5 mm
(n=10), para ello se procedié a realizar una incisiéon con una hoja de
bisturi N°15 a 1-2 mm desde el margen gingival, dirigida hacia la cresta

alveolar, siguiendo el eje mayor del diente, de modo que la biopsia
contenga epitelio y tejido conectivo. Una vez tomada la biopsia se lavo
con NaCl 0,15 M estéril, para eliminar detritus y coagulos sanguineos.
Las biopsias obtenidas se transportaron en Formaldehido 4% (4°C
durante la noche) se fijaron en parafina y luego se procesaron para
realizar inmunohistoquimica. Como control se tomaron biopsias de
tejido conectivo gingival de sujetos periodontalmente sanos que fueron
derivados para realizar cirugia de restitucion ancho biolégico por
indicacion protésica (n=5).

Deteccion de MMP-2 y TIMP-2 en tejido gingival

a) Inmunohistoquimica. Se obtuvieron secciones de tejido de 7 p de
espesor, las que luego de ser desparafinadas se sometieron digestion
con Tripsina al 0,1% a 37°C durante 60 minutos, luego se sometieron a
bloqueo de peroxidasa endégena con perodxido de hidrégeno al 0,3% en
metanol durante 30 minutos, y tras lavar se bloquearon los sitios
inespecificos con suero bovino fetal al 3%, se lavaron nuevamente
y se incubaron con los respectivos anticuerpos monoclonales anti-
Human MMP-2 y TIMP-2 (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN) en
las diluciones recomendadas por los fabricantes, durante la noche a
4°C. Tras lavar, se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa. La reaccion se visualizé con la adicion de tetracloruro de
3,3-diaminobenzidina (DAB), dando una coloracién marrén. Finalmente
se realizé una contra-tincion con Hematoxilina de Carazzi, se procedio
a la deshidrataciéon y montaje de los especimenes. Los controles
negativos se realizaron con el mismo protocolo, exceptuando la adicién
de anticuerpo primario.

Niveles de MMP-2 y TIMP-2 en FGC

a) Cuantificacion de MMP-2 y TIMP-2. Alicuotas de 50 ul de cada
muestra de FGC fueron usadas para determinar el nivel de MMP-2
y de TIMP-2, a través de la técnica de ELISA, de acuerdo con las
indicaciones del fabricante (R&D systems®). Brevemente se cargaron
estandares y muestras en pocillos precubiertos con los anticuerpos anti-
MMP-2 y anti-TIMP-2, respectivamente, de modo que las moléculas en
estudio presentes en la muestra se unieran al anticuerpo primario, para
después lavar aquellos componentes de la muestra no unidos. Luego
los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron mediante un segundo
anticuerpo marcado con peroxidasa y se visualizaron mediante la adicion
de un sustrato colorimétrico. Las concentraciones de las moléculas en
estudio se obtuvieron a partir de una curva estandar mediante la lectura
en espectofotéme-tro a 450 nm. Los resultados se expresaron en ng/sitio
para MMP-2 y TIMP-2.

Andlisis de los datos

Se uso el paquete estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc. San Diego, CA). Todas las variables fueron analizadas
calculando el promedio * desviacion estandar. Debido a que la
distribucion de los datos fue normal, para comparar los niveles de MMP-2
y TIMP-2 entre sitios enfermos antes y después del tratamiento se utilizé
el T test pareado. Para comparar los niveles entre sitios con periodontitis
y sanos se utilizo el T test no pareado, en ambos test se utilizé un nivel
de significancia p<0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas de la muestra

Después de un examen inicial de 80 pacientes con periodontitis,
se seleccionaron aquellos pacientes que cumplian con los criterios
de inclusién y exclusiéon. De esta forma el grupo experimental quedé
constituido por 30 pacientes (18 mujeres y 12 hombres, 37 a 67 afios de
edad, con un promedio de 48 afos). El grupo control lo constituyeron 10
sujetos (6 mujeres y 4 hombres, con edades entre 37 y 54 afios, con un
promedio de 45 afios). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en edad o género entre los grupos experimental y control.
Las caracteristicas clinicas de los pacientes y controles se muestran en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas Clinicas de Pacientes y Controles (promedio + DS).

Periodontitis Sanos
N=30 N=10
Edad 48,47 +8,95 45,1345,89
Género 18 6
PS 4,56 +0,56* 1,42 +0,39*
NIC 6,31 +0,72§ 0,56 +0,24§
PB 100£ 17,448
100¢ 7,92¢

Edad (afios). Género (nimero de mujeres). PS: Profundidad de sondaje (mm).
NIC: Nivel de insercion clinico (mm). PB: Placa bacteriana (% de sitios).
BOP: Sangramiento al sondaje (% de sitios).

* § £, ¢:p<0.05 (Test T no Pareado).

Como se observa en la Tabla 1, tanto la profundidad al sondaje
como el nivel de insercién clinico, placa bacteriana y sangramiento al
sondaje varian significativamente entre pacientes con periodontitis y con-
troles.

Analisis Inmunohistoquimico de la expresiéon de MMP-2 y TIMP-2 en
tejido gingival

La Figura 1 muestra una biopsia de tejido gingival de un pa-
ciente con periodontitis. En ella es posible distinguir topograficamente el
epitelio bucal (i), el epitelio del saco (i) y el infiltrado inflamatorio subya-
cente (iv). caracteristico de la periodontitis.

Dutzan N y cols.

tejido conectivo gingival de pacientes (a y b) y controles (c), (d y e controles negativos
de pacientes y sanos respectivamente). Flechas indican células positivas. Se observa
expresion de MMP-2 a nivel epitelial en pacientes (a) y en tejido conjuntivo, asociado
principalmente a fibroblastos y también a células del infiltrado inflamatorio (b). En sanos
se observa menor expresion de MMP-2 y sélo en tejido conjuntivo. Magnificacion: (a) 5x,
(b) y (c) 40x, (d) y (e) 10x.

Figura 3. Inmunolocalizacién de TIMP-2 en tejido conectivo gingival de pacientes y con-
troles. Las biopsias se fijaron en Formaldehido al 4%, se embebieron en parafina y se obtuvi-
eron cortes de 7um, los que se digirieron con tripsina, se bloqued la peroxidasa endégena con
peroxido de hidrégeno-metanol, se bloguearon los sitios inespecificos con BSA y se incubd
con anticuerpo anti TIMP-2 durante la noche. Tras lavar, se incub6 con el anticuerpo secunda-
rio conjugado con peroxidasa. La reaccion se visualizé DAB, dando una coloracion marrén.
Finalmente se realizé una contratincién con Hematoxilina de Carazzi. Para los controles
negativos el protocolo fue el mismo sélo que no se incubd con el anticuerpo primario. Las
microfotografias muestras la expresion de TIMP-2 en tejido conectivo gingival de pacientes (a
yb)y controles (c), (d y e controles negativos de pacientes y sanos respectivamente). Flechas
indican células positivas. Se observa inmunoreaccion a tanto en pacientes como en sanos (a,
by c) a nivel epitelial como conjuntivo, donde en enfermos se asocia tanto a fibroblastos como
a infiltrado inflamatorio (b). Magnificacion: (a) 5x, (b) 10x, (c) 40x, (d)y (e) 10x.

Concentracion de Proteinas totales en FGC

La concentracién de proteinas totales obtenida de FGC de
pacientes con periodontitis de sitios con bolsas de mas de 5 mm fue
significativamente mayor que en los sujetos sanos. A su vez, la concen-
tracién de proteinas de FGC de las bolsas de mas de 5 mms disminuyé
significativamente después del tratamiento periodontal (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracién de Proteinas Totales de sitios enfermos antes y después del
tratamiento periodontal y sitios sanos (ug/ul, promedio + DS).

Figura 1. Microfotografia de tejido conectivo gingival de pacientes con periodontitis.

Las biopsias se fijaron en Formaldehido al 4%, se embebieron en parafina y se obtu-
vieron cortes de 7um que se tifieron con Giemsa. (a) Se aprecian topograficamente el
epitelio del saco (i), el epitelio bucal (ii), y bajo ellos el tejido conectivo (iii) con abundante
infiltrado inflamatorio préximo al epitelio del saco (iv) (5x). (b) y (c) Se observa con mayor
detalle el infiltrado inflamatorio (10 y 40x respectivamente).

Como se observa en la Figura 2, se demostré la presencia de
MMP-2 en tejido conectivo gingival de pacientes con periodontitis (a y b),
encontrandose también células positivas para el marcaje de MMP-2 en
tejido conectivo gingival de sujetos sanos (2c). La presencia de MMP-2
se asocia principalmente a células con morfologia de fibroblastos y a in-
filtrado inflamatorio. A su vez, la presencia de TIMP-2 se manifiesta tanto
en tejido conectivo gingival de sujetos sanos (Figura 3 e), como en tejido
de pacientes con periodontitis (Figura 3 a, b y c) asociada principalmente
células epiteliales en las capas mas profundas del epitelio.

Figura 2. Inmunolocalizacién de MMP-2 en tejido conectivo gingival de pacientes y con-
troles. Las biopsias se fijaron en Formaldehido al 4%, se embebieron en parafina y se
obtuvieron cortes de 7um, los que se digirieron con tripsina, se bloqued la peroxidasa
enddgena con perdxido de hidrégeno-metanol, se bloquearon los sitios inespecificos con
BSA 'y se incubd con anticuerpo anti MMP-2 durante la noche. Tras lavar, se incubd
con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa. La reaccion se visualizé DAB,
dando una coloracidn marron. Finalmente se realizé una contratincion con Hematoxilina
de Carazzi. Para los controles negativos el protocolo fue el mismo sélo que no se incubd
con el anticuerpo primario. Las microfotografias muestras la expresion de MMP-2 en

Enfermos PosTratmiento Sanos
N=30 N=30 N=10
0,59+0,28¢ f 0,36+0,13f 0,18+0,02¢

f:p<0,0001 (T test Pareado).
¢: p<0,0001 (T test no Pareado).

Niveles de MMP-2 y TIMP-2 en FGC

Como se observa en las Tablas 3 y 4, los niveles de MMP-2 resul-
taron ser significativamente mayores en enfermos pretratamiento que en
sanos (0,72+0,39 ng vs. 0,17+0,03 ng, p<0.001 por sitio y 3,45+1,14 ng/
mL vs. 2,62+0,78 ng/mL p<0.001 al ser normalizados por concentracion
de proteinas), sin embargo la diferencia no fue significativa al comparar
los mismos sitios enfermos después del tratamiento periodontal con si-
tios sanos (0,23+0,09 ng vs 0,17+0,03 ng p>0,05 por sitio y 2,11+0,91
ng/mL vs. 2,62+0,78 ng/mL p>0,05, normalizado por concentraciéon de
proteinas). Se observa también una disminucién significativa de los nive-
les de MMP-2 para los sitios enfermos luego del tratamiento periodon-
tal (0,72+0,39 ng vs 0,23+0,09 ng, p=0,001 por sitio y 3,45+1,14ng/mL
vs 2,111£0,91 ng/mL p=0,001 normalizado por concentracién de protei-
nas). Por otro lado no existieron diferencias significativas en los niveles
de TIMP-2 al comparar los sitios pre-tratamiento vs post-tratamiento ,
tanto a nivel de sitio como normalizado por concentracién de proteinas
(1,43+0,61 ng vs 1,6240,92 ng p>0,05; 8,10+3,85 ng/mL vs 8,99+5,21 ng/
mL) pero si fue significativa al comparar sujetos con periodontitis crénica
versus sanos (1,43+0,61 ng vs 0,86+0,19 ng p<0,05; 8,10+3,85 ng/mL vs
15,58+9,32 ng/mL p<0,001).
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DISCUSION

La actividad de las MMP es regulada en multiples niveles como
la expresion génica, la conversion de la pro-enzima a su forma activa y la
formacién de complejos con inhibidores especificos como los TIMPs('2.
La MMP-2 pertenece a la amplia familia de las proteasas dependientes
de zinc, las cuales cumplen un importante rol en la degradacion de la
matriz extracelular. Esta MMP esta implicada en numerosos procesos
patogénicos como la invasion de tumores y metastasis?.

Diferentes estudios han demostrado que TIMP-2 es el
inhibidor fisiolégico de MMP-2. Un aumento en los niveles de TIMP-2 en
relacion con MMP-2 puede disminuir la actividad de MMP-2 y bloquear
su actividad®9.

La degradacion de tejido que caracteriza a la periodontitis puede
deberse en parte a un desbalance entre MMPs y TIMPs. De hecho MMP-1,
-2,-3,-4,-8,-9,-13,-14, -25 y -26 como TIMP-1 y -2 han sido detectados
tanto en biopsias gingivales como en FGC de pacientes con diversas
condiciones periodontales*57141%, La expresion de MMP-2 y TIMP-2
se encuentra regularmente en tejidos periodontales sanos y se supone
estaria involucrada en el recambio fisiolégico de la matriz extracelular
del periodonto o corresponderia al resultado de estados inflamatorios
subclinicos en los tejidos'®. De hecho las MMPs se expresan en bajos
niveles por muchos tipos de tejidos incluso en ausencia de inflamacion
clinica u otros procesos patolégicos('®.

La variacion que experimentan los niveles de MMP-2 y TIMP-2
antes y posterior al tratamiento periodontal no ha sido claramente descrita.
El presente estudio determiné el efecto del tratamiento periodontal no
quirargico en los niveles de MMP-2 y TIMP-2, para sitios con periodontitis
cronica moderada o severa.

Observamos expresién de MMP-2 y TIMP-2 en tejido conectivo
gingival y epitelio proveniente de pacientes con periodontitis y sujetos
sanos (Figuras 2 y 3).

Nuestro trabajo concuerda con publicaciones anteriores donde
se ha descrito la expresiéon de MMP-2 en biopsias de tejido gingival').
Meikle y cols." observaron que en tejido conectivo gingival y células de
Langerhans en epitelio gingival de pacientes con periodontitis, se expresa
significativamente mas MMP-2 que sujetos sanos, y su ubicacién abarca
la zona media del epitelio, como también la capa basal y la vecindad de
la membrana basal y que la expresion de TIMP-2 en estas células se
observo tanto en condiciones de salud como de enfermedad, cam-
biando su distribucion, de manera tal que durante la periodontitis las
células positivas para el marcaje de TIMP-2 se ubicaron en las capas mas
profundas del epitelio, lo que sugiere que su expresion podria prevenir
la migracion de estas células hacia el conectivo. A su vez la expresion
de MMP-2 podria ser fundamental en la migracién hacia el conectivo
dada su eficiente actividad contra colageno IV presente en membranas
basales('®. En patologias orales similares a la periodontitis crénica, como
es la periodontitis apical crénica, también se ha determinado la presencia
de TIMP-2, y de manera similar a la observado en nuestro estudio, donde
la expresiéon de TIMP-2 se localiza tanto a nivel del conjuntivo como del
epitelio, se ha visto que TIMP-2 se expresa abundantemente en epitelio
de quistes radiculares inflamatorios(®.

La cantidad total de MMP-2 en FGC de pacientes con periodontitis
es mayor que en sujetos sanos, disminuyendo luego del tratamiento
periodontal (Tabla 3 y 4) Nuestros resultados confirmaron hallazgos de
estudios previamente publicados donde se ha observado una expresion
significativamente mayor de MMP-2 en pacientes con periodontitis
crénica que en sujetos sanos('8'®), Este hallazgo es consistente con el
hecho de que la expresién de MMP-2 puede ser inducida por bacterias
periodontopatégenas. En el estudio de Zhou & Windsor®”, donde trata-
ron con Pg explantes de fibroblastos gingivales, observaron que la razén
proMMP-2/MMP-2 aumentaba en el sobrenadante en comparacién con
explantes no tratados. Por otro lado, nuestros resultados se contraponen
a lo descrito por Goncalvez et al®, quienes si bien observaron una mayor
actividad de MMP-2 y MMP-9 en tejido gingival inflamado, ésta fue casi
indetectable en pacientes con periodontitis cronica.

Tabla 3. Niveles de MMP2 y TIMP2 de sitios enfermos antes y después del tratamiento periodontal
y de sitios sanos (promedio + DS) expresado por sitio.

Pretratamiento Postratamiento Sanos

N=30 N=30 N=10
MMP-2 ng | 0,72+0,39*§ 0,23+0,09* 0,17+0,03§
TIMP-2ng | 1,43%0,61¢ 1,6210,92 0,86+0,19¢

* p<0,0001 (Test T Pareado). §: p<0,0001 (Test T no Pareado).
¢: p <0,05 (Test T no Pareado).

Tabla 4. Niveles de MMP2 y TIMP2 de sitios enfermos antes y después del tratamiento
periodontal y de sitios sanos, normalizado por concentracién de proteinas (promedio + DS).

Pretratamiento Postratamiento Sanos
N=20 N=20 N=10
MMP-2 ng/ml 3,45+1,14*§ 2,11+0,91* 2,62+0,78§
TIMP-2 ng/ml 8,10+3,85¢ 8,99+5,21 15,58+9,32¢

*: p<0,0001 (Test T Pareado). §: p <0,05 (Test T no Pareado).
¢: p <0,001 (Test T no Pareado).

Si bien se ha considerado que la expresion de MMP-2 es
constitutiva®’, el aumento de sus niveles durante la periodontitis puede
deberse a induccién por LPS de patégenos periodontales® o bien,
de mediadores proinflamatorios como II-18 o TNF-a®®, ampliamente
presentes en periodontitis?¥). De hecho esta descrito que los fibroblastos
sintetizan mayores cantidades de MMP-2 en respuesta a citoquinas
inflamatorias®), de igual forma lo hacen los osteoblastos en respuesta a
estimulacién con IL-6 e IL-13®9.

Respecto de TIMP-2, si bien observamos un nivel mayor
al comparar su presencia en FGC proveniente de pacientes versus
sujetos sanos, ese aumento no alcanza a compensar el aumento que se
produce en el nivel de MMP-2, generandose un desbalance entre MMP-2
y TIMP-2, con un predominio de la presencia de la metaloproteinasa, lo
que estaria relacionado con un patrén de destruccion.

En el presente estudio, los resultados de los ELISAs se
consideraron para discusion expresados en cantidades absolutas de
MMP-2 o TIMP-2 por sitio. Coincidimos con Golub y cols.?” en que el
método mas sensible para calcular los niveles de moléculas presentes
en FGC es la expresion de cantidades absolutas bajo un tiempo de
coleccion de la muestra estandarizado (30 segundos), debido al pequefio
volumen de muestra recolectada y a que el muestreo representa que
el total o la mayor parte de FGC es removido del crévice del sitio en
estudio®).

Dado lo anterior, nuestros resultados sugieren que uno de los
roles que tendria la MMP-2 durante la periodontitis podria estar asociado
a la hidrdlisis de matriz extracelular. De hecho se ha descrito que existe
una disminucion de las fibras colagenas en tejido periodontal durante la
periodontits que correlaciona con un aumento significativo de la forma
activa de la MMP-2“. Si bien el componente mas afectado del pe-
riodonto es el colageno tipo I, presente en el ligamento periodontal y
en la matriz organica del hueso alveolar, MMP-2 puede participar en
su hidrdlisis en forma directa e indirecta, ya que participa de cascadas
proteoliticas que llevan a la activacion de otras enzimas que actuan
con mayor eficiencia sobre colageno | como son Pro-MMP-1 y Pro-
MMP-13, ambas descritas en periodontitis, y en el caso de la MMP-13,
asociada con la progresién de la enfermedad™. Al mismo tiempo, luego
de la hidrdlisis del colageno |, MMP-2 podria participar hidrolizando
colageno desnaturado, y otros elementos de la MEC como colageno
IV, componente fundamental de las membranas basales, fibronectina,
y laminina®®.

Se ha visto en modelos animales que la induccién de pe-
riodontitis a través de ligaduras estimula un aumento en la expresion
de MMP-2, el que en principio estaria asociado a la ruptura de la
membrana basal y luego podria estar asociado a la reabsorcién de
hueso alveolar®®. De esta forma un aumento en los niveles de
transcripcién o actividad de MMP-2 en los tejidos periodontales podria
potenciar la destruccion de colageno durante la periodontitis, sugi-
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riéndole un rol en la patogénesis de esta enfermedad®". Ahora bien,
el hecho de que MMP-2 sea capaz de hidrolizar moléculas bioactivas
y con ello modular su funcién, podria atribuirle también un rol regulador
a este nivel.
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