Nutricion
Hospitalaria

Efecto del manejo de la obesidad
clase I con metformina sobre
actividad de metaloproteinasas
en pacientes con periodontitis

cronica
Effect of the management of

class I obesity with metformin on
metalloproteinase activity in
patients with chronic
periodontitis

10.20960/nh.02602



OR 2602

Efecto del manejo de la obesidad clase | con metformina sobre
actividad de metaloproteinasas en pacientes con periodontitis
crdnica

Effect of the management of class | obesity with metformin on

metalloproteinase activity in patients with chronic periodontitis

Carlos Alberto Zufiga Cruz!, Claudia C. Calzada Mendoza!, Iris Danae
Miranda Mondragén!, Alfonso Bustamante Bacame? Javier Portilla
Robertson?, Esther Ochardn Herndndez!

!Laboratorio de Senalizacion Intracelular. Departamento de Estudios de
Posgrado e Investigacion. Escuela Superior de Medicina. Instituto
Politécnico Nacional. Ciudad de México, México. °Clinica Periférica Dr.
Salomoén Evelson Guterman. Facultad de Odontologia. Universidad
Nacional Auténoma de México. Ciudad de México, México. °Laboratorio
de Patologia Bucal. Division de Estudios de Posgrado e Investigacion.
Facultad de Odontologia. Universidad Nacional Autonoma de México.

Ciudad de México, México

Correspondencia: Esther Ocharan Hernandez. Laboratorio de
Sefalizacion Intracelular. Departamento de Estudios de Posgrado e
Investigacién. Escuela Superior de Medicina. Instituto Politécnico
Nacional. Plan de San Luis y Diaz Mirdn, s/n. Colonia Casco de Santo
Tomas. 11340 Hidalgo. Ciudad de México, México

e-mail: estherocharan@hotmail.com

Recibido: 29/03/2019
Aceptado: 24/06/2019

RESUMEN



Introduccion: el principal problema de salud publica en México es la
obesidad y sus enfermedades asociadas, incluyendo las bucales.
Objetivo: evaluar el efecto del tratamiento con metformina en
pacientes obesos de clase | sobre la actividad de las metaloproteinasas
presentes en el periodonto con periodontitis créonica.

Métodos: se realizé un estudio clinico con 68 pacientes mujeres con
obesidad de clase | y enfermedad periodontal. Se dividieron en 4 grupos;
a 2 de ellos, ademas del tratamiento periodontal, se les administro
metformina de 850 mg al dia durante seis semanas. Se tomaron 2
muestras por paciente de tejido periodontal antes y después de cada
tratamiento y se midié el indice de masa corporal (IMC), el indice de
placa dentobacteriana y de inflamacidon. Mediante zimografia en gel de
acrilamida se midié la actividad de las metaloproteinasas en la muestra
de tejido recolectada. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
estadistica descriptiva t de student para muestras relacionadas y se
realizd6 ANOVA de una via considerando p < 0,01 como estadisticamente
significativa.

Resultados: en el grupo de pacientes a las que se les administro
metformina al final del tratamiento se observé una disminucién del
indice de masa corporal, del grado de inflamacién y menor actividad de
metaloproteinasas respecto al grupo control (65% frente a 25%; p <
0,01).

Conclusiones: el tratamiento con metformina en pacientes con
obesidad de clase | y enfermedad periodontal disminuye el IMC, mejora
los sintomas de la periodontitis cronica y disminuye la actividad de las
metaloproteinasas 1, 3, 8 y V presentes en el periodonto de estos

pacientes.

Palabras clave: Obesidad. Metformina. Metaloproteinasas. Periodontitis

crénica.



ABSTRACT

Introduction: in Mexico the main problem in public health is obesity
and other diseases that are associated whit this condition, including oral
health.

Objective: to evaluate the effect of metformin treatment in patients
with class | obese on the activity of metalloproteinases present in
periodontium with chronic periodontitis. Methods: a clinical study was
conducted in 68 patients with class | obesity and periodontal disease.
They were divided into 4 groups. 2 of them, in addition to the
periodontal treatment, were administered metformin 850 mg per day for
six weeks; 2 samples were taken per patient of periodontal tissue before
and after each treatment, body mass index, plaque index and
inflammation were measured. Acrylamide gel zymography was used to
measure the activity of metalloproteinases in the sample of tissue
collected. The data obtained were analyzed by descriptive statistics,
student t for related samples and one-way ANOVA was performed
considering p < 0.01 as statistically significant.

Results: in the group of patients who were administered metformin at
the end of the treatment, there was a decrease in the body mass index,
the degree of inflammation and lower metalloproteinase activity,
compared with the control group (65% vs 25%; < 0.01). Conclusions:
treatment with metformin in patients with obesity class | and periodontal
disease decreases BMI, improves the symptoms of chronic periodontitis
and decreases the activity of metalloproteinases 1, 3, 8, V present in

periodontium of these patients.

Key words: Obesity. Metformin. Metalloproteinases. Chronic

periodontitis.

INTRODUCCION



La obesidad es una pandemia que afecta a mas de 300 millones de
personas en todo el mundo. Segun datos de Unicef, México ocupa el
segundo lugar a nivel mundial en obesidad en adultos y el primer lugar
en nifos (1,2). Este padecimiento se ha asociado a multiples
enfermedades metabdlicas, como diabetes mellitus (DM), hipertension
arterial (HTA), dislipidemias (3,4) y, recientemente, a la enfermedad
periodontal (EP) (5-11), que en México se considera también un
problema de salud publica, ya que se estima que el 90% de la poblacién
mayor de 45 afios presenta algun grado de EP (12); a nivel mundial, la
OMS la coloca como la segunda enfermedad bucal mas prevalente
(12,13).

La EP se describe de forma general como gingivitis y periodontitis. Es
producida principalmente por agentes infecciosos de Ila placa
dentobacteriana (PDB) (14,15). En ambos casos se inicia un proceso de
inflamacion y produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), pero
en la segunda existe pérdida de tejido de soporte dental ocasionada por
la activacion de enzimas proteoliticas Ilamadas metaloproteinasas
(MMP), capaces de contribuir a la destrucciéon del periodonto (14,16-18).
Se ha reportado la activacion de estas moléculas en enfermedades
sistémicas créonicas como DM, HTA vy dislipidemias (3,4). Estas proteinas
forman parte de una superfamilia de enzimas con actividad proteolitica
gue rompen las cadenas de colageno intersticial tipos I, Il y Il
Normalmente intervienen en el remodelado de tejidos; sin embargo, en
procesos patoldgicos, como en la periodontitis crénica (PC), afectan a las
fibras periodontales y al tejido adyacente responsable de mantener al
organo dental en el alveolo (19). Algunas de las mas estudiadas en esta
enfermedad son las colagenasas (MMP-1, MMP-3, MMP-8 y MMP-V)
(14,19). El tratamiento de la EP consiste en el control de PDB, en la
remocion manual del calculo dental, raspado y alisado radicular, y, en
casos avanzados, en el injerto de hueso o encia, esto acompafado en

algunas ocasiones de antibiéticos locales y antioxidantes (20). Sin



embargo, a pesar de la terapia, algunos pacientes no responden
adecuadamente, lo que lleva a pensar que existen factores intrinsecos
del huésped que contribuyen a la mala respuesta al tratamiento.

Las enfermedades crénico-degenerativas y la enfermedad periodontal
en la mayoria de los casos tienen como factor comiun la obesidad
(5,21,22). Esta demostrado que la acumulacién de grasa produce un
estado proinflamatorio cronico sistémico mediado por adipocinas e
interleucinas capaces de activar MMP (23-25), lo que podria estar
propiciando la mala respuesta al tratamiento periodontal. Dentro de las
guias de tratamiento para estos padecimientos, se indica la disminucién
del indice de masa corporal (IMC) mediante dieta y ejercicio, con lo que
se obtiene mejoria en las patologias asociados a la obesidad (26), pero
no existe farmacoterapia bien establecida en los casos en que esta
intervencién no funcione adecuadamente. La OMS sugiere como terapia
adyuvante el manejo con metformina (26). Este farmaco mejora la
sensibilidad a la insulina mediante la optimizacién del uso de glucosa en
tejidos como el higado o el musculo, lo que evita la generacién de
productos finales de la glicacién, que estdan implicados en la
degeneracion y el dafo de tejido periodontal (27,28). También aumenta
la lipdlisis y la beta-oxidacién en el tejido adiposo blanco, lo que reduce
la acumulacion de triglicéridos, con lo que se disminuye la produccién de
citosinas y el estado proinflamatorio (29,30). También se ha demostrado
que tiene un efecto antioxidante sistémico (29,31,32), con lo que
disminuye la adhesién de neutréfilos y la quimiotaxis, con lo que asi se
evita el dano oxidativo local y el general (27).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del control de la
obesidad de clase | con metformina sobre la actividad de las MMP en el

periodonto de pacientes con periodontitis crénica.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio



Se realizé un estudio clinico controlado en 68 mujeres entre 40 y 45
afos que asistieron a la clinica Dr. Salomén Evelson Guterman de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México, que fueron diagnosticadas con PC en al menos un cuadrante
bucal y que, ademas, tuvieran diagndstico de obesidad de clase |, sin
tratamiento médico previo, sin otras alteraciones metabdlicas o médicas
y que hubieran firmado el consentimiento informado. Se excluyeron del
estudio pacientes que no cumplian con dichos criterios. Este estudio
cumplié con los lineamientos del Consolidated Standars of Reporting
Trials (CONSORT). El protocolo fue controlado y autorizado por el comité
de ética e investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

Diagnostico de obesidad de clase |

El diagndstico de obesidad de clase | se realiz6 mediante la medicién de
peso, talla y el célculo del IMC, tomando como referencia el parametro
de 30 a 34,9 kg/m? como obesidad de clase |, segun criterios de la OMS.
Todos los datos se tomaron por triplicado y fueron verificados por un
meédico especialista. Todas las pacientes incluidas en el estudio se
remitieron al departamento de nutricion para iniciar un programa

adecuado a sus necesidades de alimentacidn y ejercicio.

Examen bucal

El diagndstico de enfermedad periodontal fue realizado por un cirujano
dentista y un especialista en periodoncia que tomé como parametros el
indice de placa dentobacteriana (IPDB) y la profundidad de sondeo (PS),
considerando el indice de inflamacién gingival (lIG) de Loe y Silness (33).
El criterio utilizado para el diagnéstico de periodontitis generalizada y
localizada esta basado en los criterios de la Academia Americana de
Periodontologia (AAP) en su International Workshop for Classification of

Peiodontal Diseases and Conditions de 1999. En base a su extensién se



divide en: periodontitis localizada a la presencia de la enfermedad en =
30% de los dientes presentes y periodontitis generalizada en = 30,1%

de los dientes presentes.

Desarrollo del estudio

Todas las pacientes recibieron tratamiento periodontal, que consistié en
el registro de periodontograma y medicion del indice de inflamacién
gingival (11G), control de placa dentobacteriana (PDB) y toma de muestra
inicial de tejido periodontal de 2 mm de didmetro. Posteriormente se
dividieron en 4 grupos: 2 grupos control, 1 con periodontitis crénica
localizada (PCL) y otro con periodontitis crénica generalizada (PCG); 2
grupos con tratamiento de 850 mg de metformina cada 24 horas (29)
durante seis semanas, 1 grupo con PCL y otro con PCG (ambos grupos
fueron aleatorizados con su grupo control). Una vez que se logré
disminuir el indice de placa dentobacteriana al 10% de la inicial, se
realizd raspado y alisado radicular y se recolecté la segunda muestra de
tejido durante el procedimiento. Las muestras fueron procesadas
mediante zimografia en gel de acrilamida y los resultados fueron
escaneados y analizados mediante densitometria (34). En todos los
grupos se midié el indice de placa dentobacteriana (IPDB), IIG y IMC

cada semana durante las 6 sesiones que durd el estudio.

Toma de muestras

Después de realizar asepsia del area en la que se tomé la muestra, se
anestesi6 de forma regional para evitar que el anestésico tuviera
contacto directo con el tejido a recolectar (la toma de muestra de la
encia se hace mediante la presidbn de wuna cuchilla cilindrica).
Posteriormente se retrajo el tejido con pinzas de diseccién y se corté con
hoja de bisturi (35). Las muestras fueron almacenadas en RNAlater®,
gue mantiene la estructura de las proteinas. No se utilizé inhibidor de

proteasas para evitar que interfiriera con la actividad de MMP. La



muestra fue congelada y almacenada a -20 °C (35,36). El procedimiento

se realizdé por segunda vez durante el raspado y el alisado radicular.

Técnica de zimografia

Para la realizacién de la técnica de zimografia se prepararon geles de
acrilamida, que consistian en dos fases:

1. Gel de separacién (resolving). Para su preparacioén se utilizé buffer Tris
0,36 M a pH 8,8, SDS al 0,01% (dodecilsulfato sédico), acrilamida-bis
acrilamida (25%), grenetina 0,1%, APS al 0,06% (persulfato de amonio) y
TEMED al 0,13% (tetrametiletilendiamina).

2. Gel de concentracién (stacking). Se prepard con buffer Tris (0,06 M) a
pH 6,8, SDS (0,1%), acrilamida-bis acrilamida (12%), APS (0,1%) y
TEMED (0,13%). Posteriormente se colocaron 25 ug de proteina en los
geles y se corrié una electroforesis vertical durante 120 minutos a 100
mv. Posteriormente fueron incubados a 37 °C durante 48 horas en buffer
para MMP (Tris [0,25 M], NaCl [1M] y CaCl2 [0,025 M]), que contiene una
mezcla idnica que favorece la actividad enzimatica. Finalmente se
tiferon con azul de metileno para su andlisis y lectura mediante
densitometria tomando como referencia el peso molecular
correspondiente a 54 kd al que corresponden las MMP 1, 3,8y V (17,19)
con el programa Image Processing and Analysis in Java (Image)),
disefiado por el National Institutes of Health (Estados Unidos) (37,38).

Analisis estadistico

El tamafo de la muestra se calculé mediante la férmula de comparacion
para dos proporciones. Se obtuvo una muestra de 17 pacientes por
grupo. Se realizé estadistica descriptiva y se analizé con t de student
para muestras relacionadas y no relacionadas, dependiendo de los
grupos, asi como ANOVA de una via, con una prueba post hoc de Tukey.
Para el analisis del indice de inflamacion gingival se utiliz6 U de Mann

Witney, considerando una diferencia estadisticamente significativa



cuando p < 0,01. Se realizé una regresién lineal asociando las variables
IMC y actividad de MMP.

RESULTADOS

El promedio de edad de las pacientes fue de 48 afos para ambos
grupos. El indice de masa corporal fue de 34,8 kg/m? para el grupo
control, de 34,6 kg/m? y de 34,1 kg/m? para los grupos tratados con
metformina y con periodontitis generalizada y localizada,
respectivamente. No se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre grupos (p = 0,079, ANOVA, Tukey).

El grupo de pacientes control tuvo de promedio un IMC de 34,8 = 0,2
kg/m?, que se mantuvo constante durante las seis semanas de
tratamiento, mientras que en los grupos con periodontitis generalizada y
localizada tratados con metformina 850 mg cada 24 horas (29) el indice
de masa corporal disminuydé de promedio 1,6 kg/m? respecto a la media
inicial, con una diferencia significativa (p = 0,0087 ANOVA de una via,
Tukey) (Fig. 1).

En la figura 2 puede observarse que existe reduccién del indice de placa
dentobacteriana con diferencia estadistica entre el inicio y el final del
tratamiento, pero sin diferencia entre el grupo control y los grupos
tratados con metformina (p = 0,63 t de Student para muestras no
relacionadas) (Fig. 2).

En el grupo de pacientes con tratamiento periodontal coadyuvado con
metformina se observé mayor disminucién del IIG; esto comparado con
el grupo de pacientes con tratamiento periodontal sin la administracién
del farmaco, con diferencia estadisticamente significativa (p = 0,023, U
de Mann-Whitney) (Fig. 3).

En la figura 4 puede observarse en la primera barra el promedio de la
actividad basal de las MMP de los pacientes control, estableciendo este
valor como el 100% de la actividad enzimatica en periodonto. En las

barras posteriores puede apreciarse en todos los casos la disminucion de



la actividad enzimatica, con diferencia significativa con respecto a la
basal. Por otro lado, se observa entre los grupos de PCG y PCL tratados
con metformina una disminuciéon del 65% de la actividad con respecto a
la basal, mientras que los grupos sin metformina (PCG-C y PCL-C)
mostraron una disminucién del 25% con este punto de referencia. Esta
diferencia fue significativa entre los dos grupos control y los grupos con
tratamiento.

Al realizar la correlacion lineal entre el IMC y el tanto por ciento de
actividad de MMP, se observa que al disminuir el IMC baja también el
porcentaje de actividad de MMP, con una r2 = 0,870582 (esto depende
del nimero de semanas de tratamiento con metformina de las pacientes
estudiadas) (Fig. 5).

DISCUSION

En México, la obesidad es uno de los principales problemas de salud
publica (1). Su manejo es muy complejo debido a su asociacién con
enfermedades sistémicas y locales (5,22). El estado proinflamatorio que
promueve es el responsable de desencadenar una serie de reacciones
bioquimicas, entre ellas la activacién de las MMP, capaces de afectar
tejidos de soporte como los dientes.

En 1994 Reynolds demostré que estas enzimas se activaban por el
proceso inflamatorio provocado por la microbiota local del periodonto
(39), lo que lleva a la pérdida de la insercidon de los dientes. Pero no fue
hasta 2009 cuando Saito y cols. asociaron la PC con enfermedades como
DM, HTA y su relacién con la obesidad. Sin embargo, hasta el momento
el principal tratamiento de la PC se ha encaminado hacia la resolucién
del proceso infeccioso a través del alisado y del raspado radicular
(40,41), vy no se ha considerado la posibilidad de un manejo
multidisciplinario que controle el entorno proinflamatorio sistémico del
paciente con estas patologias. Asi, el presente trabajo se planted la

hipétesis de que el tratamiento adecuado de la obesidad como factor



comun de la mayoria de las enfermedades cronico-degenerativas podria
modificar de manera favorable la respuesta al tratamiento de la
periodontitis crénica y romper con el ciclo de inflamacién, ya que las
MMP se activan en ambas patologias y son las responsables de la
pérdida dental. Por lo tanto, resulta de gran interés medir cémo los
diferentes tratamientos modifican la actividad proteolitica.

De forma similar a lo reportado en la literatura (30), en el presente
trabajo se observé que un tratamiento con metformina mejora la
respuesta al tratamiento higiénico dietético en pacientes con obesidad
de clase |, seguramente por las propiedades descritas con anterioridad,
y, como era de prever, el uso de metformina no modificé la cantidad de
la placa dentobacteriana, ya que este farmaco no tiene actividad
antimicrobiana administrado de forma tdpica o sistémica (42).

Un aspecto interesante de este trabajo es que el grupo experimental
presenta un grado menor de inflamacién en el periodonto que el grupo
control después del tratamiento, lo que sustenta la hipdtesis de que,
aunque la EP se produce principalmente por la microbiota nociva del
periodonto, los factores intrinsecos de los pacientes —como el estado
proinflamatorio sistémico producido por la obesidad— contribuyen al
mantenimiento de la EP y a la mala respuesta al tratamiento. Al vigilar
los problemas metabdlicos y al colaborar de manera sistémica al control
de la inflamacién, los signos clinicos de EP disminuyen
considerablemente.

Finalmente, como estd descrito en la literatura, se observé que los
pacientes con obesidad de clase | tenian un aumento local en la
actividad de las MMP 1,3,8 y V (43,44); sin embargo, esta actividad
disminuyd en ambos grupos después del tratamiento, y fue mas
significativa en el grupo tratado con metformina, lo que confirma la
necesidad de brindar a los pacientes un tratamiento multidisciplinario
para el manejo de esta enfermedad. Por el contrario, el tratamiento de

EP también es necesario para el control y el manejo del paciente



diabético, hipertenso y obeso, ya que el estrés local también podria
contribuir al estrés sistémico, lo que complica el manejo las
enfermedades metabdlicas.

Seria muy interesante determinar si existe alguna selectividad de la
metformina en la inhibicion de esta familia de enzimas, ya que en el
presente estudio solo fueron identificadas mediante el peso molecular, lo
gque deja la incertidumbre a la participacion de otras MMP, y de este
modo determinar cémo la inflamacién local contribuye al estrés
sistémico. Sin embargo, la informacién proporcionada por este trabajo es
atil, ya que demuestra la interrelaciéon entre la obesidad y la EP, la
importancia en su tratamiento multidisciplinario y, finalmente, la
necesidad de personal altamente cualificado que brinde un tratamiento
integral a una comunidad en la que se pronostica un aumento muy
significativo de este tipo de enfermedades.

Este estudio apoya con los resultados obtenidos a recientes estudios en
los que se ha demostrado la influencia de factores sistémicos para el
desarrollo de la enfermedad periodontal y da la pauta para seguir
investigando la participacion del entorno sistémico en el desarrollo de
este padecimiento. Asimismo, resalta la importancia del manejo

multidisciplinario del paciente obeso.
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Figura 1. indice de masa corporal (IMC) de los pacientes con
periodontitis crénica local y generalizada tratados con metformina en

comparacion con el grupo control (solo tratamiento estandar).



100
80 -
60 -
m
()
o
X
40
20 - —e— control
—O— metformina
o A
Inicio 1 2 3 4 5 6
SEMANAS

Figura 2. indice de placa bacteriana dental (PDB) en pacientes tratados

con metformina en comparacion con el grupo control.
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Figura 3. Grado de inflamacion (medido como el indice de inflamacién,
de acuerdo con Loe y Silness) en pacientes solo con tratamiento
periodontal frente a pacientes con tratamiento periodontal +

metformina.
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Figura 4. Actividad de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) (1,3,8)
por grupo de tratamiento (todos los grupos recibieron tratamiento
periodontal estandar): control de periodontitis generalizada (PCG-C),
periodontitis generalizada con tratamiento con metformina (PCG+ M),
(PCL) periodontitis localizada y (PCL+M) con tratamiento con
metformina. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa
entre el valor inicial y los grupos de metformina (p = 0,0067, ANOVA,
Tukey), asi como los grupos control (p = 0,0089 ANOVA, Tukey). ***Valor

inicial.
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Figura 5. Correlaciéon entre la disminucién del IMC y la actividad de
MMP.



