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Trabajo de Investigacion

Participacion de MT1-MMP en la Remodelacién del
Ligamento Periodontal Durante
la Movilizacion Dentaria

Role of MT1-MMP in the Remodeling of the Periodontal Ligament
During Tooth Movement

Rey Droghetti P', Cruzat F2, Smith Ferrer P3, Oyarzun Droguett A*

RESUMEN

La movilizacion dentaria involucra una serie de cambios en los tejidos de soporte caracterizados por la activa remodelacion de estos. La MT1-MMP
o MMP-14 es una potente enzima proteolitica capaz de degradar colageno tipo |, la principal molécula estructural del ligamento periodontal. La
migracion dentaria requiere de la degradacion controlada del colageno constituyente del ligamento periodontal. Sin embargo, no existen evidencias
de la participacion de MT1-MMP en la remodelacion del tejido periodontal durante este proceso. En el presente estudio hemos analizado la expresion
de MT1-MMP y del marcador de actividad osteocléstica Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP) en un modelo de migracién dentaria en ratas. La
migracion dentaria fue activada mediante la insercion de una banda separadora entre los incisivos superiores. La expresion y distribucién de TRAP y
MT1-MMP fue evaluada a través de citoquimica e inmunohistoquimica a los dias 1, 3, 5y 7. La produccién de TRAP fue identificada principalmente
en osteoclastos ubicados en la zona de compresion del ligamento periodontal. La produccion de MT1-MMP fue observada en fibroblastos de la zona
de compresion del ligamento periodontal y osteoclastos ubicados en esta misma region. Nuestros resultados permiten proponer que tanto MT1-MMP
como TRAP participan en la remodelacion de los tejidos de soporte periodontal durante la migracion dentaria.
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ABSTRACT

Tooth movement involves a series of changes of the supporting periodontal tissues characterized by the active connective tissue remodeling. MT1-
MMP or MMP-14 belongs to the family of matrix metalloproteinases that are able to degrade type | collagen, the main molecule involved in periodontal
attachment. Tooth migration requires the controlled degradation of periodontal ligament collagen fibers. However, evidences linking MT 1-MMP expression
with periodontal tissue remodeling are lacking. In the present study, we have evaluated the expression of MT1-MMP and of the osteoclast marker Tartrate
Resistant Acid Phosphatase (TRAP) in a model of tooth migration in rats. Tooth migration was induced after the insertion of a rubber band between the
upper incisors. The distribution of TRAP and MT1-MMP was evaluated by means of cytochemistry and immunohistochemistry respectively at days 1, 3,
5 and 7. TRAP production was identified in osteoclasts at the area of compression of the periodontal ligament. MT1-MMP distribution was observed in
fibroblasts at the compressed area of the periodontal ligament and also in osteoclasts of the same region. Our findings allow us to propose that MT1-MMP
and TRAP take part of the tissue remodeling events observed during tooth movement.
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INTRODUCCION una activa degradacion del tejido conectivo y éseo. La remodelacion de
este componente tisular es llevada a cabo por osteoclastos que derivan

La movilizacién dentaria implica la activacion de una serie ~ de precursores presentes en la médula 6sea hematopoyética®®. Por otro

de cambios adaptativos en los tejidos periodontales que permiten el lado, en la zona de traccion se distingue la aposicion de tejido 6seo por
desplazamiento de los dientes a través del proceso alveolar y finalmente  la actividad de osteoblastos presentes en el tejido®. Esta combinacion
la reconstitucién de un periodonto funcional. Para esto, es necesario que ~ de sintesis y degradacion de matriz es fundamental para lograr un

ocurra una activa remodelacion en los tejidos de insercién periodontal, — desplazamiento equilibrado de las piezas dentarias en los huesos
y por lo tanto de las moléculas constituyentes de la matriz extracelular maxilares.
(MEC)™. La aplicacion de fuerzas sobre una pieza dentaria genera una La remodelacion de la MEC es ejecutada a través de diferentes

serie de cambios tisulares en el tejido de soporte periodontal. Enlazona  cascadas de proteoliticas en que participan una amplia familia de
del periodonto sometida a una fuerza compresiva es posible identificar ~ enzimas®®. Estas corresponden a la via de las metaloproteasas de la
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matriz (MMPs), la via del plasmindgeno, via fagocitica y via osteoclastica®.
En el caso de laremodelacion periodontal que ocurre durante el movimiento
dentario, existen evidencias que varias de estas cascadas se encuentran
activas o reguladas positivamente y se presume que participan en la
degradacion de componentes de la MEC periodontal®'9.

Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) o matrixinas
corresponden a enzimas proteoliticas que participan en la remodelacién
de los tejidos conectivos a través del procesamiento proteolitico, tanto de
moléculas estructurales de la matriz extracelular, como de citoquinas y
factores de crecimiento que regulan diferentes actividades celulares®*9.
Las MMPs son producidas por una amplia variedad de células durante
la remodelacion tisular observada durante el desarrollo embrionario,
enfermedades inflamatorias, patologias degenerativas articulares,
invasion tumoral y reparacion de heridas®. La mayoria de ellas son
secretadas como pro-enzimas, las cuales deben ser activadas a través
del procesamiento proteolitico de su prodominio y la consecutiva
exposicion de su dominio catalitico®. Finalmente, la actividad catalitica
de estas proteasas es bloqueada por inhibidores especificos conocidos
como inhibidores titulares de metaloproteasas TIMPs®.

El ligamento periodontal estd conformado principalmente por
colageno tipo | y lll, siendo su principal funcién la sujeciéon mecanica
entre la superficie dentaria y el hueso alveolar". Durante el movimiento
dentario, este tejido conectivo debe ser remodelado. La degradacion
proteolitica del colageno fibrilar (tipo | y 1ll) sélo puede ser ejecutada
por un grupo restringido de enzimas proteoliticas conocidas como
colagenasas®. Se ha demostrado que el bloqueo farmacologico de la
actividad de las MMPs es capaz de interferir en el movimiento dentario
en animales de experimentacion, lo que demuestra la importancia de
esta familia de enzimas en el fenédmeno de movilizacion dentaria (Bildt
et al., 2007). Dentro de las MMPs capaces de degradar colageno fibrilar
se incluyen la MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MT1-MMP (MMP-14)®. La
participacion de algunas de estas proteasas, tales como MMP-1, -8 y
-13, ha sido documentada durante el movimiento dentario ortodéncico en
modelos animales y/o humanos#%'2, La MT1-MMP corresponde a una
metaloproteasa de transmembrana que posee actividad catalitica contra
diferentes sustratos tales como colagenotipol, Il y I, fibronectina, laminina
1y 5, vitronectina, proteoglicanos (CD-44), Factor de Necrosis Tumoral-
alfa (TNF-a) y Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF)("3™4),
La MT1-MMP puede a su vez activar a la pro-MMP-13("® y pro-MMP-2 a
nivel de la superficie celular, y participa en la formacién de un complejo
trimolecular en conjunto con el TIMP-2 y la forma inactiva de MMP-23), La
expresion de MT1-MMP ha sido identificada recientemente en los tejidos
periodontales comprometidos por la enfermedad periodontal, en los
cuales se ha identificado un incremento en la expresion de esta enzima
y un desbalance entre la proteasa y su inhibidor TIMP-2. En este mismo
estudio se pudo evidenciar la colocalizacion de MT1-MMP con fibras de
colageno del tejido gingival, resultado que refuerza el papel de la proteasa
en la remodelacion del colageno en esta enfermedad®. El TIMP-2 actta
como el principal inhibidor de la actividad proteolitica derivada de MT1-
MMP(3), Una herramienta de gran utilidad en la identificacion del papel
que juegan estas proteasas en la remodelacion tisular es el empleo de
ratones knock-out. Es destacable que el raton deficiente (knock-out) en
MT1-MMP manifiesta una serie de alteraciones en la degradaciéon de
colageno fibrilar, lo que pone en evidencia la importancia de esta enzima
proteolitica en la remodelacion del colageno fibrilar'®. Esta alteracion en
la produccion de MT1-MMP tiene importantes efectos en el crecimiento
y desarrollo del esqueleto en general y en el desarrollo dentario y
radicular”'3), Los osteoclastos son células multinucleadas encargadas de
la reabsorcion 6sea que se diferencian in situ a partir de precursores de
origen monocitico”. Las estructuras mas abundantes en su citoplasma
son los lisosomas, vesiculas ricas en enzimas como la fosfatasa acida.
En el hueso se pueden identificar dos tipos de fosfatasa acida. Ambas
formas han sido caracterizadas bioquimicamente con respecto a su
especificidad frente a diferentes sustratos y pH 6ptimo. Estas enzimas
a su vez responden funcionalmente a hormonas osteotropicas in vitro.
La Fosfatasa Acida Tartrato Sensible ha sido localizada en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos, mientras que la Fosfatasa Acida Tartrato
Resistente (TRAP) se ubica Uinicamente en osteoclastos, y ha demostrado
ser un marcador citoquimico para estas células'®. Es importante destacar
que, por un mecanismo aun no clarificado, la deficiencia en la expresion
de MT1-MMP en el ratén knock-out para esta enzima se acompafa
de un incremento en la expresiéon de la enzima TRAP y un incremento
asociado en la diferenciacion osteoclastica(®. Esto sugiere que la
produccion de ambas enzimas se encuentra de alguna forma coordinada
y que la MT1-MMP puede regular la diferenciacion osteoclastica. Para
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permitir la migracién de los pre-osteoclastos y la formaciéon de una laguna
reabsortiva, es necesario que ocurra la remocién de matriz organica
del tejido 6seo. Recientemente, diferentes estudios han demostrado la
participacion activa de una serie de proteasas, entre ellas catepsina K y
MT1-MMP, durante la migracion y anclaje de los osteoclastos, localizandose
esta Ultima principalmente en las evaginaciones de la membrana celular o
podosomas('?). Se ha observado también que MT1-MMP es sobreexpresada
en la superficie de células tumorales, donde su actividad proteolitica
facilitaria el crecimiento e invasividad de las células tumorales a través de
la MEC®), El presente estudio fue disefiado para probar la hipotesis que
TRAP y MT1-MMP participan en la remodelacién tisular que ocurre durante
la movilizacién dentaria.

MATERIALES Y METODO

Modelo Experimental y Procesamiento de la Muestra

Se utilizaron 10 ratas Sprague-Dawley machos, adultas,
de aproximadamente 200 grs. Los procedimientos para el manejo
de animales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile. Los animales fueron
anestesiados con Tiopental Sédico 1 gr (Bestpharma S.A.) al 0.5%,
inyectado intraperitonealmente. A estos animales se les inserto entre los
incisivos centrales superiores una banda elastica (Unitek TM Elastics,
3M, Bummer, 3/16”, Heavy, 6 oz) que fue fijada utilizando una resina
compuesta del Sistema Single Bond (3M, St Paul, MN, USA). Dos
especimenes, que sirvieron como control, no recibieron la mencionada
banda. Durante el periodo postoperatorio los especimenes fueron
alimentados ad libitum y monitoreados periddicamente. Se evitd el
empleo de anti-inflamatorios por el impacto que este tipo de farmacos
puede tener en la remodelacion 6sea y de tejidos conectivos. Todos los
animales sobrevivieron al procedimiento y mostraron una recuperacion
satisfactoria. Los especimenes experimentales fueron sacrificados a
los 1, 3, 5y 7 dias consecutivos a la instalacién de la banda elastica
mediante una sobredosis intraperitoneal de Tiopental Sédico. Esto
permitié completar un total de dos animales por cada tiempo experimental
para cada tiempo evaluado (1, 3, 5, 7 dias) y dos animales controles que
no recibieron la banda elastica. Inmediatamente después del sacrificio,
los maxilares fueron removidos en bloque e inmersos en una solucién
fijadora de formaldehido al 10% tamponeado a pH 7.4 a 4°C durante 48
horas. Luego las muestras fueron descalcificadas en una solucion de
EDTA al 10% a pH 7.4 a 4°C durante 30 dias.

Procesamiento Histolégico

Los especimenes se deshidrataron en etanoles de
concentracion ascendente, aclarados en xilol e incluidos en parafina. Se
obtuvieron cortes seriados de 6 uym de grosor, los que se montaron en
portaobjetos xilanizados.

Deteccion Citoquimica de TRAP

Cortes de 6 um de los especimenes, experimentales y control,
se incubaron en un medio para la deteccion citoquimica de TRAP. Se
disolvieron 4 mg de Naftol AS-MX (Sigma, St. Louis, MO) en 0.25 ml
de N, N-dimetilformamida. Posteriormente se agregé 25 ml de buffer
acetato 0.2M (pH 5.0) 30 mg de Fast Red como agente de acoplamiento.
Como control, el sustrato fue omitido. Luego se agregé 0.19 grs de acido
tartarico L(+). Los cortes se incubaron durante 30 minutos a 37°C y luego
fueron lavados en agua destilada.

Deteccion por Inmunohistoquimica de MT1-MMP

Los cortes fueron desparafinados en xilol e hidratados en
PBS. Se realizé el desenmascaramiento antigénico con buffer Tris-HCI al
0.2%, a pH 8 durante 2 ciclos de 5 minutos cada uno con un microondas
convencional en su maxima potencia. Posteriormente, se bloqued la
peroxidasa endégena en peroxido de hidrégeno (H,0,) al 3%, durante
30 minutos. Los sitios inespecificos fueron bloqueados con suero normal
de cabra al 5% en PBS-BSA al 3% durante 30 minutos. Los cortes se
incubaron durante 12 horas a 4°C en un anticuerpo monoclonal anti
MT1-MMP humana (Calbiochem Anti MT1-MMP) en una concentracién
de 15 pg/ml. La inmunoreaccion se detecté utilizando el sistema Biotina
-Streptavidina-Peroxidasa-Diaminobenzidina (Histostain Plus). Como



control, algunos cortes se incubaron en suero de cabra no inmune. Se
realizé una tincién de contraste nuclear con hematoxilina de Harris y con
Fast Green FCF al 0.1%.

RESULTADOS

La insercion de una banda elastica entre los incisivos
superiores indujo la movilizacion dentaria. En la Figura 1A se muestra
que la aplicacién de este procedimiento logré una movilizacion dentaria
efectiva al cabo de 7 dias. A la observacion microscoépica, y mediante
la prueba citoquimica para la deteccién de TRAP, se evidencio una
fuerte marcacion para esta enzima en el area de presién y una marca
débil en el area de tension en los especimenes experimentales (Figura
1B). Todos los animales sometidos a este experimento sobrevivieron
adecuadamente el procedimiento. El analisis secuencial de la expresion
de TRAP a través del tiempo permitid detectar una fuerte marca para
esta enzima en el area de presion del ligamento periodontal, siendo la

A

Figura 1. Desplazamiento dentario y expresiéon de TRAP. A: Vision frontal de los
incisivos superiores que muestra la separacion dentaria lograda luego de 7 dias
de insercion de una banda elastica. B: Corte transversal de un incisivo central de
un espécimen experimental sacrificado al dia 7 y procesado mediante citoquimica
para revelar la expresion de TRAP (flechas). T: Lado de tensién del ligamento
periodontal. P: Lado de presion del ligamento periodontal. PD: Pulpa dental. Barra:
250 pm.

MT1-MMP en la Movilizacion Dentaria

marca en el area de tensién de mucho menor intensidad en todos los
tiempos examinados (Figura 2). A nivel morfolégico se pudo observar que
el area de tension presentd, ademas de una menor marca para TRAP,
un contorno lineal del hueso alveolar (Figura 3A). Esto fue claramente
diferente en el area de compresion, en la cual destaco la intensa marca
para TRAP en asociacion con la presencia de lagunas de reabsorcion
compatibles con la actividad de osteoclastos (Figura 3B).

Control

Figura 2. Expresion de TRAP durante la movilizacién dentaria. Corte transversal de
dientes control y experimental a los dias 1, 3, 5y 7 procesados mediante citoquimica
para la expresion de TRAP. La flecha indica la direccion del movimiento. Obsérvese
la mayor intensidad en la marca para TRAP en el area de compresion del ligamento
periodontal. Barra: 250 ym.

7

Zona Tensidn Zona Presion

Figura 3. Expresion diferencial de TRAP en zonas de presion y tincion del ligamento
periodontal. Comparacion de zonas de presién y tension en un corte experimental
del dia 3 procesado mediante citoquimica para TRAP. A: Lado de tension. Se
observa una reducida expresion de la marca para TRAP (cabeza de flecha) en el
area del ligamento periodontal (LP) préxima al hueso alveolar (HA). Barra: 50 ym.
B: Lado de presién. Se puede observar una fuerte marca para TRAP distribuida en
el ligamento periodontal (LP) y hueso alveolar (HA). Barra: 50 ym.

La inmunomarcacion para MT1-MMP fue observada
fundamentalmente enlas areas de compresiénde los tejidos periodontales.
Esta marca fue detectada principalmente en osteoclastos multinucleados
y algunas células mononucleadas del ligamento periodontal vecino a las
zonas de reabsorcién 6sea compatibles con fibroblastos (Figura 4A, B
y C). El reemplazo del anticuerpo primario por suero no inmune, control
negativo, no mostré inmunomarcacién (Figura 4D).
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Figura 4. Expresion de MT1-MMP en el area de presidon generada por la
movilizacién dentaria. A: Zona de presion, donde se observa la presencia de
osteoclastos (flecha) en la interfase entre el hueso alveolar (HA) y ligamento
periodontal (LP). Tincién: Giemsa. Barra: 50 pm. B: Inmunoreaccién para MT1-
MMP en color café (asterisco), y la marca en relacién con los osteoclastos (flecha).
Barra: 50 um. C: Osteoclastos positivos para MT1-MMP (flechas). Barra: 50 pm.
D: Control negativo, en el que se aprecia ausencia de marca para MT1-MMP.
Barra: 50 ym.

DISCUSION

La movilizacion dentaria implica la activa remodelacion del tejido
periodontal y 6seo adyacente a la pieza dentaria. A nivel histologico dos
zonas pueden ser reconocidas en los tejidos periodontales, un area de
reabsorcién ubicada en la zona de compresion y otra de aposicion ésea en
la zona de traccién(®. En ambas areas existe una activa remodelacion de
los tejidos periodontales, lo que implica la expresién de proteasas capaces
de degradar macromoléculas estructurales de la MEC y el procesamiento
proteolitico de factores de crecimiento y citoquinas que modulan de
manera critica diferentes respuestas celulares, tales como diferenciacion,
migracion, adhesion, proliferacion y muerte celular®. En el presente
estudio hemos analizado la expresion de dos importantes enzimas
involucradas en la remodelacion tisular como son TRAP y MT1-MMP
durante el movimiento dentario. Para la realizacion de este experimento se
utilizé un modelo de movilizacién dentaria en ratas, en las que se provocod
la separacion de los incisivos centrales superiores mediante la insercion
de una banda elastica entre ambos dientes. Posterior a la ejecucién del
procedimiento antes descrito, las ratas fueron monitoreadas y sacrificadas
transcurridos 1, 3, 5 y 7 dias luego de la insercién de la banda. Se pudo
constatar que el modelo de movilizacién dentaria fue exitoso, ya que se
observo la separacion entre los incisivos superiores. A nivel histolégico,
se observé la desorganizacion de las fibras del ligamento periodontal en
la zona de compresion y la elongacion de éstas en el area de tension.
Ademas, se verifico la presencia de multiples lagunas de reabsorcién 6sea
y la aparicion de células multinucleadas compatibles con osteoclastos en
la zona de compresion. Estos antecedentes nos permiten concluir que el
modelo de movilizacién dentaria utilizado en este caso fue efectivo en lograr
un desplazamiento dentario comparable al de estudios previos?'?22%,

La TRAP corresponde a marcador para osteoclastos(™® y ha
sido utilizada en diferentes estudios de movilizacién dentaria, donde se
ha verificado la presencia de células TRAP positivas en el area de presion
asociadas a lagunas de reabsorcién 6sea®?%. En modelos de movimiento
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dentario en animales se ha observado que la expresion de TRAP alcanza un
nivel maximo en el dia 3 posterior a la aplicacion de fuerzas®. Luego de esto,
la produccién de esta enzima tiende a disminuir de manera significativa en el
dia 7%, Esta descripcién es coincidente con la diferenciacion osteoclastica,
que alcanza su maximo nivel entre los dias 3 y 5 luego de la aplicacién de
fuerzas®. Estos antecedentes concuerdan con nuestros resultados, en los
cuales pudimos observar que los mayores niveles de expresion de TRAP
ocurrieron en la zona de compresién en el dia 3, posterior a la aplicacion
de la fuerza de movilizacion dentaria, observandose luego una disminucion
en la marca para TRAP en los dias 5y 7. En el dia 5 se aprecié una marca
menor a la esperada, respecto del control, probablemente por defectos
de la técnica o del procesamiento de la muestra. En el area de tension se
observé una baja reaccién para TRAP, lo que se explica por la remodelacion
fisioldgica y la migracion distal que posee la especie en estudio®).

Utilizando inmunohistoquimica se pudo observar que la produccion
de MT1-MMP se encuentra asociada a fibroblastos de la zona de compresion
del ligamento periodontal y osteoclastos involucrados en la degradacion de
tejido 6seo de la misma region. No se logré observar la produccion de MT1-
MMP en la zona de tensién del ligamento periodontal. Estudios previos han
permitido identificar la produccién de MT1-MMP en fibroblastos de piel y
encia, macrofagos infiltrantes de placas ateromatosas, células tumorales
y osteoclastos®?). La expresion de MT1-MMP ha sido localizada en los
podosomas de osteoclastos, lo que ha permitido vincular la actividad de
esta enzima con la migracion celular®?”. Dentro de los sustratos que podria
degradar la MT1-MMP asociados a la migraciéon encontramos a colageno
tipo | 'y el proteoglicano CD-44"3). En células tumorales la degradacién de
CD-44 desde la superficie celular puede potenciar la migracién e invasion
tumoral®. Estos datos permiten argumentar que la degradacién de estas
macromoléculas por MT1-MMP podria estar potenciando positivamente la
migracion de células clasticas a través de la matriz 6sea.

La deficiencia de MT1-MMP en ratones induce un incremento en
la produccién de TRAP y en el nimero de osteoclastos. Ademas, el tejido
oseo de estos animales manifiesta marcados signos de osteopenia‘®.
Uno de los reguladores claves de la diferenciacién osteoclastica es
la citoquina Activador del Receptor de Ligando de NF-kB (RANKL)®®),
Esta citoquina es una proteina de transmembrana cuya actividad
biolégica puede ser regulada a través de su procesamiento proteolitico
y liberacién desde la membrana celular@®. Utilizando cultivos primarios
de osteoblastos y osteoclastos se ha observado que la MT1-MMP podria
participar regulando negativamente la osteoclastogénesis a través del
procesamiento proteolitico y la aparente inactivacién de la citoquina
RANKL®), Estos antecedentes permiten proponer que la produccion de
MT1-MMP en osteoclastos podria estar controlando negativamente el
fendmeno de osteoclastogénesis durante el movimiento dentario.

La reabsorcion ésea, tanto in vitro como in vivo, es estimulada
por TNF-a, una citoquina pro-inflamatoria producida principalmente
por monocitos, macréfagos, fibroblastos y también por osteoblastos®?.
Estudios en humanos han evidenciado un aumento en los niveles de
TNF-a en el fluido gingival crevicular durante el movimiento dentario y se
ha demostrado en modelos animales que TNF-a juega un papelimportante
en la movilizacion dentaria en una etapa tardia®. Es destacable que
estudios recientes han demostrado que la MT1-MMP puede regular la
actividad bioldgica de TNF-a a través de su procesamiento proteolitico'.
Sin embargo, no esta claro si esta modificacion proteolitica ocasiona una
activacion oinhibicion de la mencionada citoquina. Es interesante destacar
que una de las citoquinas que estimulan la producciéon de MT1-MMP es
TNF-0®", y a través de este mecanismo se podria estar potenciando
de manera autocrina la produccion de esta enzima proteolitica. Estudios
futuros deberan comprobar si es que TNF-a esta regulando la produccion
de MT1-MMP durante la movilizaciéon dentaria.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten
proponer que TRAP y MT1-MMP se expresan en los tejidos periodontales
durante la movilizacién dentaria en el modelo utilizado y que participarian de
los fenémenos de adaptacion y/o remodelacion tisular durante este proceso.
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