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RESUMEN

Introduccién: E! agrandamiento gingival asociado a ortodoncia representa un
aumento de volumen en ia encia como réspuesta al uso de aparatos fijos adaptados
durante el tratamiento. Aigunos factores que se relacionan con esta patologia son el
estres mecanico ejercido por los aparatos fijos ortodonticos y la liberacion continua
de dosis bajas de metaies como el niquel hacia el epitelio gingival. Estos metales
podrian actuar como factores iniciadores de hiperplasia gingival mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno que causan dafio oxidativo Y
activacién de enzimas metaloproteinasas. Objetivo: Determinar los niveles de
expresion de MMP8, MMPS, niquel y perfil de estrés oxidativo en muestras de encia
de pacientes con agrandamiento gingival asociado a tratamiento de ortodoncia.
Métodos: Con et fin de identificar las posibles rutas metabélicas implicadas en el
agrandamiento, se emplearon métodos proteémicos basados en metodologia
western y espectrometrfa de masas para comparar niveles de expresion de Ias
metaloproteinasas 8 y 9 y la identificacién de proteinas carboniladas en el tejido
gingival de tres grupos de donantes voluntarios. De igual manera, mediante
espectroscopia de absorcion atémica se realizé la cuantificacion de Ni** en los
grupos. Resuitados: Los resultados obtenidas muestran que hay un incremento de
las lesiones oxidativas en el agrandamiento gingival, que se manifiestan mediante la
carbonilaciéon de diferentes proteinas, dentro de ellas proteinas involucradas en el
remodelado del tejido gingival. La carbonilacion de proteinas va acompafiada de
sobreexpresion de metaloproteinasas 8 y 9, estos hallazgos guardan relacién con ia
acumulacion de niquel en encia que resultd ser significativamente mayor en
pacientes con tratamiento ortodéntico. Conclusiones: La cercania de los aparatos
con el epitelio gingival, e tempo de tratamiento y las condiciones del medio oral
favorecen la liberacidon de iones metalicos desde los aparatos hacia los tejidos
locales y la generacion de estrés mecanico a nivel periodontal. El impacto de estos
factores se ve expresado en el dafio oxidativo a las proteinas y la expresion de
enzimas remodeladoras como MMP 8 y MMP9 en patologias locales como el
agrandamiento gingival asociado a ortodoncia.

Palabras claves: Agrandamiento gingival, ortodoncia, metaloproteinasas de ia
matriz, Estrés oxidativo (DeCS).




SUMMARY.

Introduction: The gingival enlargement associated with orthodontic treatment
represents a volume increase in the gingiva in response to the use fixed appliances
adapted during the orthodontic therapy. Some factors associated with this condition
are the mechanical stress by fixed orthodontic appliances and continuous release of
low doses of metals such as nickel into the gingival epithelium. These metals could
act as initiators gingival hyperplasia factors by generating reactive oxygen species
that cause oxidative damage and activation of metalloproteinase enzymes.
Objective: To determine the expression levels of MMP8, MMP9, nickel and
oxidative stress profile in gingival samples of patients with gingival overgrowth
associated with orthodontic treatment, Methods: In order to identify the possible
metabolic pathways involved in enlargement, proteomic western methodology
based methods and mass spectrometry was use to compare expression levels of
metalloproteinase 8 and 9 and protein identification carbonylated in the gingival
tissue three groups of volunteer donors. Similarly, by atomic absorption
spectroscopy to quantify Ni2 + in the groups were perform. Resuits: The results
show that there is an increase in oxidative damage to gingival enlargement,
manifested by the carbonylation of different proteins. including proteins involved in
the remodeling of gingival tissue. Protein carbonylation accompanied by
overexpression of metalloproteinases 8 and 9. these findings relate to nickel
accumulation gum was significantly higher in patients with orthodontic treatment.
Conclusions: The proximity of the appliances with the gingival epithelium, the
treatment time and the conditions of the oral environment favors the release of
metal jons from the devices to local tissues and the generation of mechanical stress
in periodontal level. The impact of these factors is express in oxidative damage to
proteins and the expression of enzymes such as MMP-8 and MMP-9 and local
conditions such as associated gingival enlargement orthodontics.

KEY WORDS: Gingival Overgrowth, Orthodontics, Matrix Metalloproteinases,
Oxidative Stress (MeSH).




INTRODUCCION

El desarrolio de agrandamiento gingival es uno de los problemas méas comunes
asociados con el tratamiento de ortodoncia, se considera como una reaccién
inflamatoria que genéra un aumento de volumen én la encia. Sé ha relacionado ¢on
distintos factores locales como la incorrecta colocacién de los aparatos, la corrosién
metalica y el acumulo de biopelicula, sin embargo no se ha establecido de manera
clara el mecanismo por el cual se desarrolla |a patologia durante el tratamiento
ortodontico.Esta situacién ha conducido a la identificacién de factores locales externos
e internos que intentan explicar la naturaleza del agrandamiento gingival en pacientes
con aparatos de ortodoncia (1,2).

Estudios previos correlacionaron el estrés mecanico producido por los aparatos fijos
con un cambio en la expresién del colageno, especificamente a través del aumento de
metaloproteinasas de matriz extracelutar, como la MMP8 y MMP9 (3). Sin embargo la
liberacion de dosis bajas y continuas de niguel principalmente, y otros metales desde
los aparatos fijos ortodénticos hacia el epitelio gingival han despertado interés por su
posible papel como factores iniciadores de la hiperplasia gingival mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que causan dafio oxidativo o la
activacion de rutas metabdlicas que confiuyen en la sobre expresién de las MMPs
(Metaloproteinasas de la matriz) (4).

Se puede considerar entonces que los aparatos fijos utilizados durante el tratamiento
son capaces de desencadenar una respuesta local de los tejidos blandos y en el
periodonto a nivel molecular con consecuencias histoldgicas, indicando que el
desarrolio de agrandamiento gingival esta asociado a factores locales externos como
el niquel presente en los aparatos de ortodoncia que desencadenan una respuesta

metabolica donde participan moléculas involucradas en la remodelacién del colageno
(5,6).

De alli que el interés de!l presente estudio se centra en ia evaluacién del niquel como
desencadenante de estrés oxidativo y en ia determinacién de la expresiéon de MMP8 y
MMP9 en agrandamiento gingival asociado a tratamiento de ortodoncia.




MATERIALES Y METODOS

La poblacion estudiada fueron pacientes programados para cirugfa gingival estética en
la clinica de la facultad de odontologia de la universidad de Cartagena. A partir de esta
poblacion se conformaron 3 grupos de pacientes asi: Grupo 1, formado por pacientes
diagnosticados con agrandamiento gingival asociado a ortodoncia; Grupo 2, pacientes
sin evidencias clinicas de agrandamiento gingival pero con antecedentes de uso de
aparatos ortodonticos; Grupo 3, pacientes sin evidencias clinicas de agrandamiento
gingival y sin antecedentes de uso de aparatos ortoddnticos. Las muestras de tejido
gingival se obtuvieron por gingivectomia convencional, se lavaron con solucion salina
iIsotonica, y se almacenaron en tubos eppendorf a -80°C hasta su posterior
procesamiento. Se obtuvieron muestras para |a determinacion de niquel y para la
determinacion de MMPs y carbonilacion de proteinas por inmuno-ensayos.

Preparacion de muestras: Para la obtencion de proteinas se maceraron las muestras
de tejido gingival en frio con tampon PBS-Tritbn X-100 (1%). Los extractos
homogenizados se centrifugaron a 12.000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El
sobrenadante se recuperd y la concentracion de proteina total extraida se determiné
por el método de Bradford, utilizando curva de calibracion con BSA. La mitad de los
extractos se reservo para el analisis de expresion de MMPs 8 y 9, mientras que la otra
mitad fue derivatizada con dinitrofenilhidrazina (DNPH) para el estudio de
carbonilacion proteica.

Derivatizacion de proteinas: Grupos carbonilos de las cadenas laterales de ios
aminoacidos fueron etiquetados con DNPH, de acuerdo con protocolos previamente
descritos (7).En forma breve, las proteinas presentes en las muestras se
desnaturalizaron con SDS, posteriormente se incubaron con solucion fresca de DNPH

y, por ultimo se detuvo la reacciobn al agregar una solucidén stop a base de
mercaptoetanol tris-glicerol.
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Inmunoensayos.

Proteinas cuantificadas y derivatizadas fueron separadas en un equipo Mini-Protean 4
(Bio-Rad) mediante SDS-PAGE en un gel al 12%. Luego se transfirieron a unha
membrana de PVDF (polivinilidendifluoruro} por electro transferencia en camara
semiseca y se incubaron con anticuerpos anti-DNP (1:5000 en PBS - Leche 5%.
Sigma).

Para la deteccion de las metaloproteinasas, proteinas fueron sembradas en
membranas de PVDF, bloqueadas con PBS-Leche 5% e incubadas con anticuerpos
primarios monocionales para MMP8 (Anti-Human-MMP-8, clone 115-13D2. Millipore)
y MMP9 (Anti-MMP-9, near C-terminus, clone 56-2A4 MAB3309, Millipore). Todas las
membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario (Rabbit anti-Mouse 1gG,
HRP conjugate, CHEMICON) y la intensidad de {as bandas y spots se visualizaron
por medicion de la quimioluminiscencia en un transiluminador ChemiDoc (Bio-Rad).
Los niveles de expresion de MMP8, MMPS y perfil de oxidacién de proteinas se
determiné por analisis de densitometria éptica con ayuda del software Quantity One
(Bio-Rad).

Determinacion de niveles de niquel en muestras de tejido gingival: Los niveles
de niquel en las muestras de tejido biolégico se determinaron por espectroscopia de
absorcion atdmica (AAS) (8). Para su analisis las muestras de tejido se pesaron y se
sometieron a digestion acida con HNO; + H,0O, Se cuantificaron los niveles de niquel

en cada muestra de tejido empleando una curva de calibracién de niquel de 0 a 20
ug/L.

Espectrometria de masas en tdndem: Bandas representativas de los pacientes de
los grupos 1 y 2 fueron escindidas del gel y sometidas a digestion con tripsina (9). Los
peptidos fueron analizados en un equipo MALDI-TOF TOF (Bruker) y la identificacion
se realizd mediante ia herramienta sequence Tag de Mascot (10).

Andlisis Estadistico: Los datos del estudio se tabularon en una tabla matriz en
Microsoft Excel version 2010, luego se exportaron al software estadistico stata version
12. Inicialmente se analizaron los datos a partir de pruebas descriptivas {frecuencias




absolutas y relativas, medidas de tendencia central y de dispersién). A los datos
cuantitativos se les realizd la prueba de normalidad Shapiro Will. Segun este test los
datos que resultaron ser parametricos se analizaron por ANOVA utilizando la
correccion de Bonferroni. Cuando la distribucion de los datos fue no paramétrica se
aplico la prueba Kruskal Wallis y para establecer diferencias entre dos grupos se
aplico la prueba U de Man Witney. Para todos los datos se tuvo en cuenta un limite de
significancia inferior a 0,05.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen de la siguiente manera:
1. Distribucién de datos

Se obtuviercn muestras de tejido gingival de 28 pacientes que en su mayoria fueron
mujeres y se situaron en un rango de edad entre 21 a 25 afos. Los grupos de estudio
1, 2 y 3 fueron conformados como se observa en ia tabla 1.

2. Determinacién de NI** en tejido gingival

La concentracién de niquel para las muestras de tejido gingival de cada grupo de
estudio se expreso en términos de g de Nif g de tejido gingival (tabla 2).

El analisis de los datos demuestra {a presencia de niquel en el tejido gingival con
diferencias significativas entre las concentraciones del metal para los tres grupos
estudiados (p=0,018), mostrando que l0s pacientes con aparatos ortodénticos tienden
a presentar mayor acumutacion de Ni en sus tejidos (p=0,007) {(Grafica 1).

3. Determinacién del dafio oxidativo a proteinas en muestras de tejido gingival.

Los inmunoensayos de proteinas carboniladas muestran que cualitativamente existe
similitud entre los perfiles de oxidacion de bandas de los grupos 1 y 2, mientras gue en
el grupo de estudio 3 se observd un numero menor de bandas oxidadas. Teniendo en
cuenta el analisis cualitativo se realizé el analisis cuantitativo de tres bandas oxidadas,
Banda 1: (Rf: 0,23); Banda 2: (Rf. 0,28); y Banda 3: (Rf: 0,35) (figura 1).

Al evaluar cuantitativamente las bandas oxidadas entre 10s grupos de pacientes, se
observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio para la banda 2 Rf:
0,28 (p=0,013) y para la banda 3 Rf: 0,35 (p=0,000) (Grafica 2).




19

4. ldentificacién de proteinas por espectrometria de masas en Tandem.

Mediante el andlisis por espectrometria de masas de las bandas de intereés oxidadas se

identificaron mezclas de peptidos de las siguientes proteinas: Teneurfn-4, SH3 domain
binding protein 4, Unconventional myosin-iXb (Figura 2 y Tabla 3).

5. Determinacién de niveles de expresion de MMP8 y MMPS.

de cuantificacion por dot biot a partir de los extractos proteicos totales. Para ello se
determiné un intervalo de concentraciones de extracto de proteinas (figura 3) y su
comportamiento lineal, reproducibilidad y repetitividad para los tres grupos de estudio.
El andlisis cuantitativo de los datos obtenidos demostr6 que existe mayor expresion de
MMP8 y MMP9 en tejido gingival agrandado por ortodoncia (Tablas 4 y 5; figuras 4 y 5).




DISCUSION

Dependiendo de la extensién y gravedad, el agrandamiento gingival puede conducir a
trastornos funcionales como el habla alterada, dificultad en la masticacién Y problemas
esteticos y psicolégicos. A pesar de la eliminacién de ios aparatos fijos no siempre se
alcanza la resolucién completa del agrandamiento gingival, por esta razén en la
mayoria de las ocasiones la (inica opcion es la intervencién quirdrgica y los riesgos
que ella implica (11).

En aras de explicar el desarrolio de esta patologia, se plante6 un estudio para evaluar
el efecto de la liberacién de niguel en tejido gingival de pacientes con aparatos
ortodonticos. Partiendo del hecho de que el arco de alambre de niquel-titanio estandar
es el que se usa con mayor frecuencia en ortodoncia Y 8€ compone de 50% a 60% de
niquel, este alto contenido [e confiere un potencial suficiente para la liberaciéon del
mismo en el medio bucal. Sumado 2 esto, las condiciones iénicas. térmicas,
microbioldgicas y enzimaticas de Ia cavidad bucal facilitan la biodegradacion de ios
metales, por lo tanto ia fuga de los iones de niquel desde la aparatologia ortodéntica,
Implica necesariamente cierto nivel de exposicion por parte del paciente, a partir de la
corrosion y el envejecimiento de ias aleaciones utilizadas (12).

Estas consideraciones nos llevan a confirmar los resultados obtenidos en el presente
estudio, que muestra una tendencia a mayor acumulacion de niquel en la encia de
pacientes con aparatos. La participacion de este metal en el desarrollo del
agrandamiento gingival se ve reflejada en los hallazgos de Gursoy y cols. quienes
establecieron mediante analisis histopatol6gico que las muestras de pacientes con
agrandamiento muestran un aumento significativo en la proliferacién de las células
epiteliales en respuesta a dosis bajas de niquel (8). E mecanismo mediante el cuali
este metal afecta los tejidos no est4 muy lejos de ser explicado, existen reportes que
indican que el niquel como metal de transicién genera especies reactivas de oxigeno
que actlan sobre macromoiéculas como las proteinas. Mas ain. Spalj, S y cols,
mediante un estudio in vitro demostraron que los arcos de niquel-titanio estandar (se
usan con mayor frecuencia) generan mayor estres oxidativo que otros materiales,
mediante fa liberacibn de ROS que pueden inducir la liberacién de citoquinas



proinflamatorias (IL.1 y IL6) y la expresién de enzimas remodeladoras como la MMP-8
y MMP-9; es decir que pueden actiar como desencadenantes de la hiperplasia
gingival (13).

Atendiendo a fa capacidad del niquel como generador de ROS, se decidié evaluar el
perfil de carbonilacién de proteinas, el analisis de los resultados mostro diferencias
cualitativas y cuantitativas entre los grupos estudiados. Mostrando mayores cantidades
de niquel y un perfii redox mas intenso para los grupos 1 y 2 quienes estan y
estuvieron expuestos a tratamiento ortodontico. Este resultado confirma la relacion
entre el aumento de niquel y la carbonilacién de proteinas (14)

Por su parte, la sobre-expresién de metaloproteinasas 8 y 9 se determindé mediante
dot-blfot. La implementacién de una metodologia por dof-blot resultd ventajosa frente a
la metodologia western por ser mas rapida, sensible, reproducible y menos costosa.
De esta forma se determind que MMP8 y MMP9 se sobreexpresan mas en el tejido
agrandado, este comportamiento es respaldado por los hallazgos de Petra Surlin y
cols, quienes lo asociaron al estrés mecanico producido por los aparatos ortoddnticos
que conlieva a ta acumulacion de MMP8 y MMP8 en el fiuido crevicular gingival y en la
encia hipertrofiada, indicando una remodelacion del colageno y del ligamento
periodontal (3). Por el incremento de su actividad remodeladora, estas enzimas son

candidatas a ser marcadores del inicio de la enfermedad gingival durante el
tratamiento de ortodoncia (15).

Los procesos de remodelado tisular no son sencilios, en pacientes con aparatos se
generan sitios de tension y presion a nivei periodontal y gingival. La aparicion de estos
sitios implica para el periodonto establecer un mecanismo de adaptacién a ese
proceso local que se esta dando. Normalmente, los tejidos se adaptan a la tensién
mecanica aguda o cronica por la remodelacion de sus citoesqueletos actina, para
producir cambios en la forma celular, |a orientacién, y el fenotipo. Proteinas como ia
Teneurin-4 y Unconventional myosin-IXb que participan en este proceso de
adaptacion, fueron identificadas al analizar por espectrometria de masas las bandas
oxidadas de pacientes con agrandamiento gingival (16). También se identificd la
proteina SH3 domain binding protein 4, proteina que reguia Indirectamente el




crecimiento y la proliferacion celular, la presencia de esta protefna y ias anteriormente

mencionadas vislumbran el mecanismo fisioldgico que envuelve el desarrolio de la
hiperplasia gingival.




CONCLUSIONES

Existe liberacion de iones de niquel desde los aparatos ortodonticos hacia el
epitelio gingival. La concentracion de este metal es significativamente mayor en

pacientes expuestos a tratamiento de ortodoncia con respecto a pacientes que
nuca han tenido contacto con la aparatologia.

Existe diferencia cualitativa y cuantitativa en el perfil de carbonilacién de
proteinas entre individuos que estan o han estado en contacto con aparatos

ortodonticos frente a los pacientes periodontalmente sanos que no han tenido
exposicion.

Las proteinas Teneurin-4, Unconventional myosin-IXb y SH3 domain binding
protein 4 identificadas por espectrometria de masas poseen funciones
relacionadas con el proceso de remodelado tisular y proliferacién celular. Por lo
tanto son de interés para aclarar el mecanismo bioquimico y fisiopatolégico del
agrandamiento gingival por ortodoncia.

El meétodo de Dot blot estandarizado para la cuantificacién de MMPs demostrs
que existe sobreexpresion de MMP 8 y MMP 9 en agrandamiento gingival
asociado a ortodoncia frente a tejido gingival sano.
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TABLAS Y FIGURAS
Edad (aitos) n° Porcentaje (“o) |
11a15 4 14,3
16 2 20 6 21,4
i 21225 12 | 29 |
26230 3 10,7 i
31a35 | 3 10,7
Total 28 100,0
| Sexo
Mascuimo ﬂ 4 9.5
Femenino 24 511 |
E o Total 28 100
Grui:os de Pacientes
Gnpe! 13 , 46.4
Grupo 2 10 357
Grupo3 5 17,9
Total | 2 N o lm'o__.___u

Tabla 1. Distribucion de grupos y variables sociodemogréficas.

i

_‘ ug Ni/g tejido.
n° | Grupol | Grupo2 Grupo 3
1 4,9 0,5 0,2
2 3,0 0,1 0,2
3 0,4 0,2 0,3
4 0,7 0,0 0,3
5 1,3 0,5 0,7
6 1,5 0,1
7 0,4 0,5
8 0,3 0,2
9 3,6 0,2
10| 03 0,2
11 0,4
12 0,2
13 0,2 | N

Tabla 2. Concentracién de niquel en tejido gingival para los individuos de cada grupo de

estudio. La concentracién se expresa en funcién de microgramos de niguel por gramo de
tejido.
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Grafica 1. Concentracién de niquel. Los gréficos para cada grupo expresan la mediana y
1.Q.R (rango intercuartil). Existe diferencia significativa entre los tres grupos (p <0,05).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

¢ % Ppw

Figura 1. Perfil de proteinas carboniladas en los grupos de estudio. Tiempo de exposicion de
cada imagen: 155 Segundos. Banda 1(Rf 0,23); Banda 2 (Rf0,28); Banda 3 (Rf: 0,35). Nétese
que existe un mayor numero de bandas oxidadas en los grupos 1 y 2 frente al grupo 3.
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Grafica 2. Analisis cuantitativo de 1a banda 2 (Rf: 0,28) y banda 3 (Rf: 0,35). En el eje Y se
representa el volumen (intensidad) para la banda oxidada. N6tese que para el andlisis de la
banda 2 existe diferencia significativa (p= 0,011) entre los grupos 2 y 3. El anélisis de Ia banda
3 reportd diferencia significativa de la intensidad de la sefial (p=0,003) entre los tres grupos.
Entre grupo 1 y 3(p= 0,010) y grupos 2 y 3 (p=0,00).
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Figura 2.Histograma de resuitados analizados en Mascot. Las puntuaciones de iones
individuales > 21 indican identidad 0 extensa homologia (p <0,05). La puntuacion de las
proteinas se obtiene a partir de la puntuacion de los iones como base para ia clasificacion no

probabilistica de los hits de proteinas.
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Protein Mass

Teneurin-4

(TEN4 HUMAN) 07761

Score

39

Matches

1(1)

Sequences

KAARVLELAR.Q

F—ﬂ‘!m_ i

SH3 domain-binding
protein 4
(SH3B4_HUMAN)

107428

26

Unconventional
myosin-Ixb
(MYO98_HUMAN)

243249

Al il

1(1)

26

K.HQFVLSRPQDLK.V

1(1)

Tahla 3: Proteinas identificadas por espectrometria de masas.
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Figura 3. Expresion de MMP8en tejido gingival agrandado a diferentes concentraciones

de proteina.



ug. Grupo 3 Grupo 1 Casos/
Proteina (controles) | (casos) Controles

40 907.804 4,170.874 4,6

20 547.985 | 2.041.465

10 366.677 1.102.664 3,0 ‘
S 247.503 587.511 2,4 J_

25 1167.346 308272 | 18

Tabla 4. Medias de expresidon de MMP-9 en pacientes con agrandamiento gingival y
pacientes périodontaimente sands. Dé acuerdo a 1a cantidad de protéina sembrada, ta MMP-9
se sobreexpresa entre 1,8 y 4.6 veces mas en agrandamiento gingival.
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Vol (int) Casos Vs Controles. (MMP-9)
~ 5000000 - . o
4000000 o y =101884x + 67862

R?* =(0,9995
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L 0 i S E—
0 10 20 30 40 50
® Controles © Casos

Lineal {Controles) Lineal {Casos)

Figura 4._Correiacién lineal entre la concentracion de proteina y la respuesta instrumental
(expresion de MMP9).




el

| ugProteina (cz;?;lis) | G(g::s; Controls
40 2.635.525 | 3.897.621 | 15
20 | 1.313.743 | 2.225.017 1,7
10 719.405 | 1.129.187 1,6
-5 410971 | 652.696 1,6

25 270835 | 427.716 1,6

Tabla §. Medias de expresion de MMP-8 en pacientes con agrandamiento gingival y

pacientes periodontaimente sanos. De acuerdo a la cantidad de proteina sembrada, la MMP-8
se sobreexpresa entre 1,6 y 1,7 veces mas en ef agrandamiento gingival.

Casos Vs Controles. (MMP-8).
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Figura §. Cormrelacién lineal entre la concentracién de proteina y la respuesta instrumental
(expresion de MMPS8).




