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Analisis de MMPs en fluidos orales en el diagnéstico
complementario de las enfermedades periodontales

Oral-fluid MMP analysis in the complementary diagnosis of
periodontal diseases

Hernandez P, Mantyla P?, Tervahartiala T3, Sorsa T%, Hernandez M®

RESUMEN

La periodontitis constituye la infecciéon bacteriana mas prevalente a nivel mundial y representa un factor de riesgo para diversas patologias
sistémicas. El estado de inflamacion y destruccion periodontal se manifiestan a través de la presencia de biomarcadores en el suero y fluidos orales,
tales como el fluido gingival crevicular (FGC), saliva y enjuague oral. Enzimas como las metaloproteinasas de matriz (MMP) y mieloperoxidasa,
constituyen biomarcadores potenciales para ensayos moleculares complementarios a la clinica de uso en el sillon dental. A continuacion se
presenta una revision de la literatura respecto de la aplicacion potencial del analisis de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) en el
diagndstico complementario de las enfermedades periodontales. Se ha demostrado que los niveles de MMP-9, -13 y particularmente de MMP-
8, se asocian con el grado de inflamacién periodontal, y pueden diferenciar entre sujetos sanos, con gingivitis, periodontitis y peri-implantitis,
mientras que la mejoria de los parametros clinicos en respuesta al tratamiento periodontal se asocia con la reduccién de la activacion y niveles de
estas enzimas en FGC, como asi también en el suero. Se concluye que la determinacion, particularmente de MMP-8 en fluidos orales presenta
un elevado potencial como complemento de los métodos clinicos tradicionales para identificar a los pacientes con periodontitis o en riesgo de
desarrollar la enfermedad, monitorear fases del tratamiento y mejoria de signos periodontales e incluso evaluar el estado de inflamacion sistémica.
Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 5(3); 150-153, 2012.
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ABSTRACT

Periodontal disease is the most common bacterial infection worldwide and it can contribute to enhance the risk for the development of several
systemic diseases. The status of periodontal inflammation and destruction can be reflected in biomarker measurement in serum and oral fluids, like
gingival crevicular fluid (GCF), saliva and mouth-rinse. Some enzymes, such as matrix metalloproteinases (MMPs) and myeloperoxidase are potential
candidates for chair-side point-of-care oral fluid assays. This review is focused on the utility of matrix metalloproteinase (MMP) analysis in oral fluid
as a complementary diagnostic method to chronic periodontitis. Levels of MMP-9,-13 and specially of MMP-8, reflect oral inflammatory status and
discriminate among healthy, gingivitis, periodontitis and periimplantitis individuals, whereas MMP levels and activation in GCF and serum are in
line with the improvement of clinical parameters in response to periodontal treatment. As a conclusion, MMP-8 assessment in GCF could represent
a helpful adjunctive method to traditional diagnostics to identify periodontitis or patients at risk to develop the disease, monitor treatment phases,
improvement of periodontal signs and even screen the systemic inflammation status.
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Los fluidos orales (fluido gingival crevicular (FGC), saliva,
muestras de enjuagues orales y fluido sulcular peri-implantario
(FSPI)) contienen mediadores moleculares llamados frecuentemente
biomarcadores, los cuales son capaces de reflejar variadas condiciones
fisiolégicas y patologicas. Los cambios cualitativos y cuantitativos
en estos biomarcadores a nivel de fluidos orales pueden reflejar el
estad de salud periodontal y han demostrado ser de potencial utilidad
para el diagnostico y tratamiento de distintos desérdenes orales y
sistémicos, tales como enfermedades periodontales y cardiovasculares,
respectivamente™. Entre estos, las metaloproteinasas (MMPs) de matriz
extracelular de la familia de las colagenasas, particularmente MMP-
8 y MMP-13, son enzimas proteoliticas que degradan los colagenos

fibrilares, componentes centrales de la matriz extracelular periodontal®.
A continuacion se presenta una revision de la literatura de los ultimos 10
afios respecto de la aplicacion potencial del analisis de metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs) en el diagnéstico complementario de las
enfermedades periodontales.

La periodontitis resulta de la interaccion entre bacterias
periodontopatégenas organizadas en la biopelicula subgingival y la
respuesta inmune e inflamatoria del hospedero, y constituye la infeccién
bacteriana mas prevalente a nivel mundial. Algunos estudios revelan que
10-15% de los adultos a nivel mundial tienen periodontitis avanzada. La
enfermedad periodontal puede contribuir a una disfuncion severa de la
salud oral, asi como a un aumento de la susceptibilidad frente a otras
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enfermedades sistémicas®. Adicionalmente, la infeccion e inflamacion
cronica del periodonto junto al aumento sostenido de los mediadores
pro-inflamatorios pueden contribuir al desarrollo y/o progresiéon de
patologias sistémicas, tales como diabetes, parto prematuro y bebés
con bajo peso al nacer, enfermedad pulmonar, artritis y enfermedades
cardiovasculares (ECV)“9). De hecho, estudios de casos y controles y
de cohortes han demostrado que los pacientes con periodontitis poseen
un riesgo aumentado de sufrir enfermedades cardiovasculares, infarto
agudo al miocardio (IAM) y enfermedad arterial periférica en relacion a
los pacientes con periodonto sano®“®. A pesar de que se han demostrado
asociaciones entre enfermedades periodontales y cardiovasculares en
diversos estudios clinicos, los mecanismos patogénicos y conexiones
entre ambas enfermedades aun no estan completamente dilucidados® 2.

Las enfermedades periodontales pueden reflejarse en los
fluidos orales a través de niveles elevados de enzimas proteoliticas
destructivas derivadas de células y tejidos del hospedero, tales como
las metaloproteinasas de matriz (MMPs) -8, -9 y -13, elastasa de
neutrofilos, o,-macroglobulina, mieloperoxidasa (MPO); mediadores
proinflamatorios, como la proteina C reactiva (CRP), interleuquina
(IL) 1B, Factor de Necrosis Tumoral (TNF) -a, proteina inflamatoria de
macroéfagos (MIP)- 1a; y marcadores de remodelaciéon ésea, entre los
cuales se encuentra la fosfatasa alcalina, fragmentos de degradacion
del colageno tipo-l, ligando del receptor activador para el factor nuclear
kappa beta (RANKL), osteoprotegerina y osteocalcina. Entre éstos,
algunos presentan especial interés como potenciales candidatos para
ensayos de analisis molecular complementario a la practica clinica, tales
como MMP-8, -9 y -13 y MPO(":210),

En términos generales, el estado de salud periodontal se
caracteriza por un bajo volumen de FGC y de los niveles de biomarcadores
de destruccion tisular en todos los fluidos orales, los cuales incrementan
a medida que aumenta la severidad de la inflamacién periodontal®. El
analisis de biomarcadores en FGC, saliva y muestras de enjuague oral
puede proveer, en conjunto con los métodos clinicos y complementarios
tradicionales, informacion adicional a los profesionales de la salud con
respecto a la presencia de la enfermedad, necesidad de tratamiento o
efectividad de la medicacion en la periodontitis cronica. EIFGC representa
un método de andlisis sitio-especifico de los biomarcadores. Sin
embargo, el analisis molecular de este fluido puede consumir tiempo,
debido a que normalmente requiere ser realizado en el laboratorio. Estos
procedimientos, asi como la toma de muestra de FGC, son técnicamente
demandantes y el volumen de FGC obtenido puede ser escaso. A pesar
de estas desventajas, el FGC aun se considera como un potencial
candidato entre los fluidos orales para el desarrollo de tecnologias no
invasivas de diagndstico molecular, complementario a la clinica y de uso
potencial en el sillon dental >, |o cual se debe, especialmente, a que
las MMPs destructoras de tejido y sus reguladores bioactivos pueden ser
determinados eficazmente por distintos inmunoensayos sitio-especificos
de este fluido a nivel periodontal™.

En comparacion con el FGC, la obtencién de muestras de
saliva y enjuague oral también representa un método no invasivo, pero
eventualmente mas conveniente, practico, rapido, y que no requiere de
profesionales ni materiales especializados; incluso aun, puede ser llevado
a cabo por el mismo paciente. El enjuague oral se obtiene tras administrar
1 mL de agua en la cavidad oral del sujeto, enjuague y coleccién de
este’). La saliva y el enjuague oral representan una muestra conjunta
de todos los sitios periodontales, otorgando una evaluacion general de
la enfermedad periodontal o salud a nivel del sujeto. Particularmente,
la saliva total puede estar afectada por constituyentes moleculares
y remanentes celulares de otros nichos orales, asi como por algunas
condiciones sistémicas"® que deberian ser consideradas cuando este
método es utilizado para el diagndstico.

La MMP-8 o colagenasa-2 representa el principal tipo de
colagenasa intersticial presente en FGC, FSPI, saliva, muestras de
enjuague oral y tejido gingival humano afectado por periodontitis. El
significado patofisioldgico de un aumento de las MMPs en periodontitis
depende de la interaccion entre factores activadores e inhibidores
endogenos, los cuales determinan la actividad de las MMPs. Todas las
MMPs humanas existen en multiples formas, tales como pro-formas
latentes, formas activas, especies fragmentadas, complejos enzimaticos y
formas unidas a superficie celular('®. La expresion de diferentes isoformas
de MMPs en muestras de fluidos orales puede analizarse mediante
ensayos de “immunowestern blot”, mientras que inmunoensayos, tales
como ensayos ELISA, no logran diferenciarlas® '®. La determinacion de
las formas activas de MMPs, particularmente en relacion MMPs -8, -9 y

-13, ha demostrado ser de gran importancia, debido a que la progresion
clinica de la periodontitis y periimplantitis, tanto entre pacientes como
entre sitios activos versus inactivos, se refleja fundamentalmente como
una elevacion patolégica excesiva de las formas activas de estas MMPs en
FGC, FSPI, muestras de saliva y enjuagues bucales de sitios y pacientes
afectados:2?), Las formas zimogénicas o inactivas de las MMPs -8,
-9 y -13 han demostrado ser activadas por cascadas independientes
y/o cooperativas que incluyen la participacion de otras proteinasas
del hospedero (MMPs y proteasas de serina), especies reactivas del
oxigeno y mieloperoxidasa, asi como también proteasas microbianas
relacionadas con la progresion de la periodontitis/peri-implantitis en
sitios enfermos e incluso activos('®22), La actividad de colagenasas y
activacion de MMP-8 en FGC también se ha asociado con los niveles de
fragmentos de degradacion de colageno tipo | (ICTP). Estos reflejan la
destruccion del colageno, particularmente el del tejido 6seo, superando el
escudo protector provisto por el inhibidor tisular de MMPs, TIMP-1(1922), | a
actividad de MMP-13 e ICTP han demostrado aumentar en sitios activos
comparados con sitios inactivos de pacientes con periodontitis progresiva
o sujetos con periodonto sano®. Estos estudios, en conjunto, evidencian
la asociacion entre periodontitis cronica, progresion clinica y molecular de
la enfermedad, y los niveles y/o actividad de las MMPs.

La existencia de una asociacién entre la mejoria de los
parametros clinicos periodontales y la reduccion de la activacion
y niveles de MMPs -8 , -13 y -9 en FGC y suero se ha sostenido
reiteradamente mediante ensayos clinicos que evalian la medicacion
adjunta al tratamiento periodontal con dosis subantimicrobianas de
doxiciclina (DSD, inhibidor sintético de MMP aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA))"??; mientras que estudios recientes
han reportado el monitoreo del efecto del tratamiento periodontal y la
medicaciéon adjunta de DSD mediante inmunoensayos de MMP-8 a
través de dispositivos experimentales de uso en el sillon dental1%.11:23),

Los anticuerpos para la detecciéon de la forma activa de
MMP-8 en los fluidos orales se han utilizado en ensayos de diagnéstico
molecular complementario a la clinica y de uso en el sillon dental,
identificando a los pacientes afectados con periodontitis y aquellos
sitios susceptibles a progresion de la enfermedad('%'%). Recientemente,
nuestro grupo de investigacion determind los niveles de MMP-8 en
FGC con dos tests de uso en clinica diferentes (dentoAnalyzer, por
dentognostics GmbH y el test de de varilla, especifico para MMP-8); y
dos métodos cuantitativos de laboratorio (ensayo inmunofluorométrico
(IFMA), y ELISA comercial)™. dentoAnalyzer es un test clinico que
determina valores cuantitativos para el marcador en estudio, mientras
que el test de varilla presenta resultados dicotémicos respecto de un
valor de corte a partir de una muestra de fluido oral. Los resultados de
IFMA, dentoAnalyzer y el test de varilla especificos para MMP-8 fueron
concordantes. Contrariamente, los resultados obtenidos mediante ELISA
comercial para MMP-8 no estuvieron en linea con los otros métodos.
Tanto IFMA como dentoAnalyzer determinaron los niveles de MMP-
8 en las muestras de FGC con igual confiabilidad. Los resultados del
test de varilla fueron concordantes con los resultados de estos otros
dos métodos, pero la sensibilidad fue menor y sélo detecté los sitios
con niveles elevados de MMP-8. Adicionalmente, los sitios inestables,
es decir aquellos que sufrieron pérdida de insercion tras el tratamiento
periodontal, demostraron niveles repetidamente elevados de MMP-8
determinados mediante IFMA y dentoAnalyzer (Figuras 1y 2)".

Las diferencias entre dentoAnalyzer, IFMA, test de varilla y
ELISA comercial para el anélisis de niveles de MMP-8 en el FGC pueden
ser explicadas, al menos en parte, por las evidentes diferencias entre las
especificidades y sensibilidades de los anticuerpos utilizados en estos
ensayos. DentoAnalyzer, IFMA'y el test de varilla se basan en el uso del
mismo anticuerpo®. El anticuerpo utilizado en dentoAnalyzer, IFMA y
test de varilla presenta una alta sensibilidad tanto para los isotipos de
MMP-8 de neutréfilos como los de fibroblastos, y especialmente hacia
sus formas activas®*2%, Si bien la evidencia disponible no es concluyente,
ambos métodos presentan resultados promisorios.

Sobre la base de estos antecedentes, los inmunoensayos de
MMP-8 y ensayos de niveles de actividad para especies de isoenzimas
de MMP-8 de neutrdfilos en fluidos orales, podrian resultar especialmente
utiles en la diferenciaciéon de pacientes o sitios con periodontitis y peri-
implantitis, gingivitis, e incluso sujetos sanos('2™.1516)_ Sj bien el examen
clinico periodontal es necesario y no puede ser reemplazado en el
diagndstico periodontal, un test para un biomarcador especifico o un
conjunto de ellos podria otorgar informacién adjunta relevante sobre los
niveles de respuesta individual del hospedero, a pesar de que aun no
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Figura 1. Curva de sitios inestables (linea azul) y sitios estables (linea verde),
pertenecientes a nueve pacientes fumadores con periodontitis (n=14 y 65,
respectivamente). Promedio de (A) Profundidad al sondaje; (B) Nivel de insercion
clinica; y (C) Niveles de MMP-8 en fluido gingival crevicular en el linea base (base),
un mes posterior al tratamiento (post), y en las visitas de mantencién desde los 2
hasta los 12 meses.

se han establecido los valores considerados realmente “normales”. Si
bien diversos estudios han demostrado el rol central de MMP-8 en la
patogenia de la periodontitis y como potencial biomarcador, aun no se

Hernandez P y cols.

Figura 2. (A) Resultados positivos de MMP-8 determinados por Test de Varilla en
sitios estables e inestables de 9 sujetos con periodontitis. Resultados expresados
como %; Punto de corte 1000 pg/L, para los mismo sitios y tiempos de la Figura 1.

(B) Test de Varilla especifico para MMP-8 (segundo a la izquierda). El resultado
positivo es confirmado mediante la aparicién de una linea azul en la zona de captura.

ha demostrado su rol predictivo en la progresién de la enfermedad®®.
Este problema surge debido a la naturaleza de la periodontitis y la falta
de precision en el diagnodstico de sitios activos mediante los métodos
clinicos o radioldgicos. La progresion de la periodontitis cronica es
infrecuente, episddica y lenta®2", afecta a un nimero reducido de sitios,
y solo un pequefio grupo de pacientes con periodontitis demuestran
multiples sitios activos®®. Sin embargo, se puede concluir que niveles
repetidamente elevados de MMP-8 en FGC sefialan los sitios en riesgo
de sufrir pérdida de insercion periodontal y que la medicién de MMP-8
en el sitio, especificamente en FGC, es una ayuda diagndstica valiosa
que complementa los métodos tradicionales, especificamente en sitios
de pacientes periodontales en la fase de mantencién que estan en riesgo
continuo de recurrencia de la enfermedad. Los niveles de MMP-8 en
FGC de pacientes periodontales disminuyen después de la fase higiénica
del tratamiento convencional. Sin embargo, los niveles permanecen mas
altos que en los pacientes con gingivitis o que en el FGC de pacientes
sanos!'®. Esto es valido también en sitios poco profundos de pacientes con
periodontitis y en sitios sin pérdida de insercion, y reflejaria la respuesta
basal elevada del hospedero en los sujetos con periodontitis('>19).

Segun hallazgos recientes"'?, los andlisis de MMP-8 con
ensayos complementarios en muestras salivales y enjuagues bucales
pueden ser clinicamente Utiles para realizar una identificacion general
de los individuos con periodontitis o para analizar el nivel individual de
respuesta del hospedero. Los analisis simultaneos de MMP-8 y TIMP-1
también podrian resultar beneficiosos'?. Las pruebas en base a fluidos
orales podrian otorgar informacién adicional valiosa sobre el control de
la inflamacion, la cual hoy en dia se basa principalmente en hallazgos
clinicos como la disminucién de la profundidad de sacos periodontales y
disminucion del sangrado al sondaje. El efecto inhibitorio de MMP-8 por



Analisis de MMPs en fluidos orales en el diagnéstico complementario de las enfermedades periodontales

medicaciones de DSD podria ser monitoreado a través del analisis de
niveles de MMP-8 salival y en muestras de enjuague oral, de modo de
identificar cuando detener la administracién de la medicacién, o cuando
la medicacion deberia ser administrada nuevamente?2?), Estos ensayos
en muestras de saliva o enjuague oral también podrian ser aplicables
para la diferenciaciéon entre gingivitis y periodontitis, debido a que los
niveles de MMP-8 de pacientes con gingivitis han demostrado ser
significativamente mas bajos que en los pacientes con periodontitis('®.
Asi, los niveles que se aproximen repetidamente a los encontrados en
periodontitis podrian ser utilizados para identificar a los pacientes en
riesgo.

Adicionalmente, las inmuno-tecnologias de diagndstico
molecular complementarias a la clinica y de uso en el sillon dental,
tanto aquellas de analisis de fluidos orales como las de aplicacion en
suero, bien podrian ser adaptadas para monitorear incluso la inflamacion
sistémica’®%9), La elevacion de MMP-8 tanto en suero como plasma
se ha asociado con infarto agudo del miocardio (IAM), enfermedades
cardiovasculares (ECV) y sepsis'83". Ademas, un estudio reciente de
MMP-8 salival medida por analisis de “immunowestern blot” en pacientes
con y sin infarto agudo al miocardio revel6 que la activacion elevada de
MMP-8 salival esta asociada con infarto al miocardio®. Por otra parte,
un estudio multicéntrico de cohorte prospectivo demostré recientemente
que los niveles séricos de MMP-8 eran significativamente mayores entre
los pacientes con sepsis no sobrevivientes que entre los sobrevivientes.

Asi, niveles elevados de MMP-8 en fluidos orales y suero pueden ser
considerados como un potencial factor de riesgo para enfermedades
sistémicas tales como, pero no Unicamente, ECV, sepsis, diabetes,
infarto, artritis y enfermedades pulmonares. En adicion, la activacion
oral de MMP-8 como consecuencia de IAM puede contribuir con una
mayor progresion de la periodontitis y de otras condiciones bucales.
Sin embargo, el diagndstico molecular a través de fluidos orales puede
contener varios potenciales confundentes. Las multiples medicaciones,
en conjunto con la presencia de enfermedades sistémicas (desoérdenes
mentales, enfermedades psiquiatricas, sindrome nefrético) pueden
afectar los niveles de biomarcadores en periodontitis y ECV, tanto en
saliva como en suero o plasma(+19),

Como conclusiéon general, los ensayos moleculares
complementarios a la clinica de uso en el sillén dental basados en
MMP-8 poseen un enorme potencial para el diagndstico oral, y mas aun,
pueden representar un eslabon entre la inflamacion oral y condiciones
inflamatorias sistémicas.
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