"2?\\_/9%9 n
=N c

ASTURIAS
, Sy e 5 CAMPUS DE EXCELENCIA
Universidad de Oviedo INTERNACIONAL

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO DE ORTODONCIA Y ORTOPEDIA
DENTOFACIAL

PAPEL DE LAS METALOPROTEASAS EN LA
REMODELACION DEL LIGAMENTO PERIODONTAL
DURANTE LA MOVILIZACION DENTARIA
ORTODONCICA

ANA MARCOS CARDO
TRABAJO FIN DE MASTER

Oviedo, Mayo 2016






PN
ASTURIAS
o : s Y CAMPUS DE EXCELENCIA
Universidad de Oviedo INTERNACIONAL

ok .
=l

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO DE ORTODONCIA Y ORTOPEDIA
DENTOFACIAL

PAPEL DE LAS METALOPROTEASAS EN LA
REMODELACION DEL LIGAMENTO PERIODONTAL
DURANTE LA MOVILIZACION DENTARIA
ORTODONCICA

TRABAJO FIN DE MASTER

ANA MARCOS CARDO

Tutor/a: José Antonio Vega Alvarez






O

s
GRS CR) [ ]
() s - 1

4’4 oy V' 4
o = ASTURIAS
. , i Lo CAMPUS DE EXCELENCIA
Universidad de Oviedo INTERNACIONAL

José A. Vega Alvarez, Catedratico de Anatomia adscrito al
Departamento de Morfologia y Biologia Celular de la Universidad de

Oviedo
CERTIFICO:

Que el trabajo titulado “Papel de las metaloproteasas en la
remodelacion del ligamento periodontal durante la movilizacién
dentaria ortodoncica” presentado por Diia. Ana Marcos Cardo ha
sido realizado bajo mi direccion y cumple los requisitos para ser
presentado como Trabajo de Fin de Master en Ortodoncia y Ortopedia

Dento-Facial.

En Oviedo a 3 de Mayo de 2016






RESUMEN Y ABSTRACT






Resumen y abstract

RESUMEN

VI



Resumen y abstract

ABSTRACT

Vil



Palabras clave y Key words

PALABRAS CLAVE

KEY WORDS






indice

INDICE

1. INTRODUCCION. ..ccuverrrieeeeereeereeestesessessseesssesessesessesessessssessssessssens 3

2. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA .....c.ccetiireinieierereceieererecacenserecacensesens 9
2.1. Remodelacion dsea: el ciclo del hu@SOo.......c.cveuereiieiieeiieiieiieiecreec e reeens 9
2.2. Remodelacion tisular durante los movimientos ortoddncicos ................. 14
2.3. Bases moleculares de la remodelacion tisular.......cccoeeeveieeeiieecrecciecennnne. 16
2.4. El andlisis del fluido crevicular gingival como método diagnéstico........... 19

3. MATERIAL Y TECNICAS ....uveeeeeeeeeeeeeeeeessssesesssssesssssssssssessssssssssssssnnnns 25
0 B |V -1 = - N 25
3.2, TECNICAS veuurennrruereuereeernssensseesseessasssnssesssenssesssssssssssssessssssssssssssssssssasssnssens 26

4, RESULTADOS....ccitttetuieieirereceretrereceeesserosecessesesssassssosscessssesassssssesasanas 31

D, DISCUSION. . c.cttereeteeirerereeetrereraseseereresssssresssssssresessssssesasssssseresnsssserans 39

6.  BIBLIOGRAFIA ....ceeieeeeeeeeeieeeieeeseeesssseesessssssessssssssessssssssssssssssnsesssssnns 47






INTRODUCCION






Introduction

1. INTRODUCCION.

El movimiento producido por una fuerza ortodoncica aplicada
sobre la corona de un diente causa una respuesta inflamatoria aguda
de los tejidos blandos periodontales (ligamento periodontal -LPO- y
encia) la cual desencadena una serie de procesos biolégicos que
llevan a la remodelacion tanto de los tejidos blandos como del propio
hueso. Tales cambios conducen a la sintesis de diferentes moléculas
biologicamente activas (acido araquidonico, factores de crecimiento,
citoquinas y ezimas) que son, en Ultima instancia, los responsables de
la remodelacion ésea y el subsiguiente movimiento dentario (ver
Schenkein et al., 2010).

Una manifestacion de esos complejos procesos tisulares y
biolégicos puede encontrarse en el fluido crevicular gingival (FCG)
gue rodea los dientes que se estdn moviendo, ya que cambian sus
componentes 'y, seguramente, deberian de aumentar las
concentraciones de las moléculas que intervienen de una manera
mas activa en tales modificaciones. En los ultimos afios, algunos
trabajos han estudiado la composicion del FCG durante el movimiento
ortodoncico de los dientes (ver Apuzzo et al., 2013; Anand-Kumar et
al., 2015), habiéndose encontrado, por ejemplo, variaciones en los
niveles de algunas citoquinas y metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMPs; Capelli et al.,, 2011; Canavarro et al., 2013;
Almeida et al., 2015; Karasawa et al.,, 2015). El andlisis de los
componentes del FCG es, pues, un método no invasivo que permite

conocer la respuesta celular al movimiento dentario. El fluido se
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puede recoger facilmente y los posibles biomarcadores que se
pueden determinar en él son casi ilimitados, ya que su numero
aumenta de forma paralela a los conocimientos sobre la
mecanobiologia de los movimientos ortodoncicos. Por tanto, las
variaciones en los componentes del FCG pueden ser un método muy
atil para conocer los cambios que se estan produciendo en el diente,
hueso y tejidos periodontales durante el tratamiento ortodéncico (ver
Apuzzo et al., 2013; Anand-Kumar et al., 2015).

El presente trabajo de investigacion se disefié para determinar
si algunas de las MMPs que estan implicadas en el proceso de
remodelacion ésea y/6 del LPO (ver Estado actual del problema)
varian sus concentraciones en el FCG durante el movimiento de los
dientes inducido por movimientos ortodéncicos, asi como para
determinar si existen diferencias en tales concentraciones entre las
zonas de presion y traccidon de los dientes sometidos a la accion de la
fuerza artodoncica. Y los hallazgos que se obtengan pueden servir
para ajustar, mejorar y acortar dichos tratamientos y para evitar los

posibles efectos colaterales de los mismos.

Con el fin de encuadrar con claridad el trabajo de investigacion
realizado en el contexto de la ortodoncia, en el apartado que sigue, se
estudiaran en detalle los siguientes aspectos: la remodelacion tisular
en el curso de los movimientos ortodoncicos, las bases moleculares
de esos procesos, y las variaciones en la composicion del FCG
determinadas por el movimiento dentario. El trabajo intenta ademas

vincular la ciencia basica a la ortodoncia clinica. En la actualidad es
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necesario que los ortodoncistas conozcan las bases biolégicas de lo
gue ocurre en el diente y en los tejidos que lo rodean cuando se
aplica sobre él una fuerza para poder tratar de una forma mas

adecuada y racional los problemas clinicos diarios.
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Estado actual del problema

2. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

2.1. Remodelacion 6sea: el ciclo del hueso

Los huesos, a pesar de su aparente inactividad, estan
sometidos a una renovacion permanente en la que se destruye el
hueso viejo y se produce hueso nuevo; este proceso se denomina
remodelacion 6sea. En él intervienen todos los tipos celulares
(osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células 6seas de superficie o
revestimiento). Los osteoclastos destruyen zonas de los huesos
dispersas y microscopicas denominadas unidades de remodelacion
0sea (URO; mas conocidas por sus siglas en inglés, BRU: bone
remodeling units); posteriormente se rellenan por tejido 0Gseo
neoformado por los osteoblastos. En cuanto a los osteocitos,
funcionan como mecanosensores que organizan todo el proceso; y
las células de revestimiento estan implicadas en el inicio y finalizacion
de la remodelacion ésea, pero su funcion exacta aun no es conocida
(ver Eriksen, 2010). El proceso de remodelacion 0sea representa un
mecanismo para reemplazar el hueso que ha sufrido dafio por accién
mecdanica repetitiva, asi como una forma de adaptacion del esqueleto
a los factores biomecéanicos locales y las influencias hormonales
sistémicas. Desde un punto de vista celular y molecular, el proceso de
remodelacién 6sea es muy complejo (Sims y Gooi, 2008; Sims y
Martin, 2014; Figura 1).
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Trabecular Bone

Figura 1.- Esquema de los mecanismos celulares y moleculares implicados en la

remodelacion 6sea. Tomado Sims y Martin, 2014.

La diferencia entre la cantidad de hueso que se destruye y la
gue se forma en cada una de las URO se conoce como balance 6seo,
y la velocidad de renovacion Osea, es decir, el volumen de hueso
renovado en la unidad de tiempo, se denomina recambio éseo
(turnover). Como consecuencia de ello se forman cavidades
tuneliformes en el hueso cortical (cono de apertura) o lacunares en el
trabecular (laguna de Howship) (Figura 1). El ciclo de la remodelacion
Osea se divide en cuatro etapas o fases: activacion, resorcion,
inversion y formaciéon. La fase de activacion comienza con el
reclutamiento de los pre-osteoclastos a zonas del hueso en las que
han desaparecido las células de revestimiento. Los pre-osteoclatos
proliferan, diferencian y fusionan para formar los osteoclastos
maduros, caracterizados por ser multinucleados y contener gran
cantidad de granulos citoplasmaticos. El fenbmeno de activacién es
consecuencia de la intervencion de una serie de sefiales no bien
conocidas, entre las que deben estar cambios en las fuerzas

mecanicas locales, en la situacion endocrinologica general del
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individuo, en el ambiente paracrino del lugar que va a ser
remodelado, y en la propia estructura o6sea surgidos como

consecuencia del envejecimiento o del sufrimiento de un dafio.

Antes de que comience la fase de resorcion, los osteoclastos
deben fijarse al hueso. Para ello, las células de revestimiento se
retraen dejando huecos a través de los cuales pasan los osteoclastos.
Tras establecer contacto con la matriz ésea, las células osteoclasticas
se fijan al hueso por medio de la integrina avB3 presente en la
superficie de los osteoclastos por determinadas proteinas de la matriz
O0sea (vitronectina, fibronectina). Tras la unidbn se produce la
activacion en el osteoclasto de la quinasa p60c-src, que interviene en
la reorganizacion de su citoesqueleto y hace que los osteoclastos
adapten la tipica forma activa con el borde de adhesién rugoso y un
anillo rico en filamentos de actina en torno a él y que al unirse a la
matriz cierra el espacio que queda entre ambas. Después de fijarse a
las superficies Oseas, los osteoclastos maduros comienzan a
resorber hueso. La disolucion de la base mineral precede al de la fase
organica y es mediado por la secrecion de hidrogeniones (H*) a
través de un mecanismo de transporte activo ATPasa-dependiente.
Los H* facilitan la disolucion del cristal de hidroxiapatita y el pH
idoneo (pH = 4,5) para que actuen las enzimas lisosomales que
disuelven la fase organica. En este proceso intervienen las
metaloproteinasas (MMPs) 2, 9 y 13 y la catepsina K. Los productos
de degradacion del hueso son fagocitados por el osteoclasto que

finalmente muere por apoptosis.
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Una vez finalizada la reabsorcion, la superficie 6sea queda
libre de células, excepto algunos fagocitos mononucleares encargaos
de eliminar los detritus y de formar la linea de cementacion sobre la
gue se depositara el hueso nuevo. Esta fase se denomina de
inversion y durante ella se produce el reclutamiento de los
osteoblastos. Tras este periodo de aparente inactividad llegan al
hueso los precursores de los osteoblastos, que proliferan y se
diferencian como osteoblastos maduros y rellenan de osteoide los
huecos formados por los osteoclastos. No se conocen con exactitud
los mecanismos que determinan el acoplamiento entre los
osteoblastos y los osteoclastos, aunque se cree que intervienen
algunos factores de crecimiento. Posteriormente tiene lugar la fase de
formacién en la que los osteoblastos sintetizan y depositan la matriz
osteoide que posteriormente se mineralizara. Se considera que
aproximadamente la mitad de los osteoblastos formadores de hueso
mueren por apoptosis. La otra mitad se transforma en osteoblastos de
superficie (células de recubrimiento) que recubren el hueso
neoformado, o a medida que forman hueso, quedan enterrados en él,
y se diferencian en osteocitos. Los osteocitos se mantienen en
contacto entre si y con las células de la superficie 6sea mediante una
red de prolongaciones citoplasmaticas alojada en un sistema
canalicular existente en el tejido 6seo. Tanto los osteoclastos como
los osteoblastos se originan en la medula 6sea. Los precursores de
los osteoclastos son de estirpe hematopoyética, mientras que los de
los osteoblastos pertenecen al mesénquima (estroma) de la medula.
Los precursores de los osteoclastos no pueden desarrollarse en

ausencia de las células del estroma debido a la implicacion del

12
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sistema RANK-RANKL-osteoprotegerina (Figura 2). El papel de los
osteoblastos y de los osteoblastos en la remodelacion 0sea esta fuera
de toda duda, pero la funcion de los osteocitos en la misma es mas
dudosa (Bonewald, 2011; Goldring, 2015).

Osteoclast
L precursor

Sealing

border

Bone
Osteoblast Bone ~ fesorption

=€ RANK = CsF1R = OPG @ Cathepsin K
&= RANKL e CSF1 © TRAP © MMP-9

Haematopoietic (G 4 Mesenchymal
stem cell @/ @ stem cell

Osteoclast precursor  Osteoblast precursor

Osteoclast Filled Endothelial cell,
5 —_— resorption pit blood vessel

Osteoblasts

Figura 2.- Superior: Representacion esquematica de las interacciones celulares del
eje RANKL-RANK—-OPG entre osteoblastos, precursores de osteoclastos y
osteoclastos (izquierda) y maquinaria de acido y enzimas liticas necesaria para la
resorcion 6sea. Tomado de Adamopoulos y Mellins, 2015. Inferior: Representacion
esquematica del origen de las células implicadas en el proceso de remodelacién
O6sea. Tomado de Redlich y Smolen, 2012.
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2.2. Remodelacion tisular durante los movimientos ortodoncicos

La remodelaciéon ésea que se produce durante el movimiento
dentario ortodoncico sigue las pautas generales comentadas en los
parrafos anteriores, pero tiene peculiaridades que se exponen a

continuacion.

El movimiento dentario inducido por la aplicacion de una fuerza
ortodoncica se caracteriza por cambios de remodelacion en los tejidos
dentarios y periodontales n esta situacion la fuerza aplicada
determina la compresién del hueso alveolar y del LPO por un lado,
mientras que en el lado opuesto el ligamento periodontal se estira
(zona de tensién). Ademas, las fuerzas alteran la vascularizacién del
tejido periodontal que como respuesta sintetiza moléculas vy
metabolitos capaces de inducir respuestas en los tejidos
periodontales.

En el movimiento ortodéncico también se produce una
respuesta del LPO. Durante la fase inicial, en la que el diente invade y
ocupa el espacio ocupado por el LPO este se transforma en
hiperhémico, edematoso y infiltrado por células inflamatorias. A
continuacién hay un descenso progresivo de los fasciculos de
colageno como resultado de la accion de algunas MMPs y otros
agentes catabdlicos de la matriz extracelular (MEC). El modelo tedérico
que describe la induccion del movimiento dentario después de la
aplicacion de una fuerza externa incluye varias etapas: primero el

estiramiento de la matriz del ligamento y del hueso alveolar que altera

14
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ambos tejidos con deformacién celular que se traduce en activacion
de los fibroblastos y osteoblastos en el ligamento y el hueso,
respectivamente; esta remodelacion en el ligamento y en el hueso
alveolar es lo que consiente que el diente se mueva. Hay que
destacar que las células del ligamento reaccionan de forma diferentes
a las fuerzas de tension y de compresién predominando las
anabdlicas en las primeras y las catabdlicas en las segundas
(Krishnan y Davidovitch, 2009).

La teoria de la presion-tension del movimiento ortoddncico,
propuesta por Schwartz en 1932, describe el movimiento dentario en
un contexto mecanico: en el lado de la presion los efectos biolégicos
serian los siguientes: alteracion del flujo sanguineo en el LPO
presionado, muerte celular en el é&rea de presion del LPO
(hialinizacion), reabsorcion del tejido hialinizado por los macrofagos,
resorcién 6sea por osteoclastos del hueso alveolar. Por el lado de la
tension, se activa el flujo sanguineo en las zonas de estiramiento del
LPO lo cual favorece la actividad ostoblastica con el consiguiente
deposito de osteoide y su posterior mineralizacion (ver von Bohl y

Kuijpers-Jagtman, 2009) (Figura 3).

Recientemente se ha propuesto que la teoria de presion-
tensidén no es tan simple y que podria implicar respuestas biologicas
tisulares mas complejas, sugiriendose que la zona de oposicién al
movimiento del hueso puede inducirse por la carga ejercida por las
fibras estiradas del LPO, lo que también puede inducir una flexion

leve de la pared alveolar; o por resorcion directa descargando de la
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pared alveolar, en el caso de las fuerzas de baja intensidad; y por
resorcion indirecta como reparacion debida a la isquemia inducida por
fuerzas de alta intensidad (Melsen, 2001). Schwarz propuso el
concepto clasico de la fuerza 6ptima como “la fuerza que conducia a
un cambio en la presion del tejido blando aproximd la presion arterial
de los capilares, lo que previne su obstruccion en el LPO
comprimido.” Las fuerzas que exceden el nivel 6ptimo producirian
areas de necrosis en los tejidos blandos, que previenen la
reabsorcion O6sea, ya que el movimiento del diente no se produciria

hasta que no se eliminen los tejidos necrosados.

Figura 3.- Izquierda: Zonas de presion y tension tras la aplicacion de un movimiento
ortodéncico. Derecha: Localizacién del fluido crevicular gingival. Tomado de Apuzzo
et al. 2013.

2.3. Bases moleculares de la remodelacién tisular

La respuesta de adaptacion bioquimica a la accion de una

fuerza ortoddntica es un proceso altamente sofisticado. Muchas de

16
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las etapas del proceso se limitan al LPO o sus proximidades y a las
células del hueso alveolar, que son capaces de transformar las
fuerzas mecéanicas en fendmenos moleculares (transduccion de la
sefal) y dar lugar al movimiento ortodontico del diente. En realidad,
todo ello es la respuesta de las células del LPO, osteoblastos y
osteoclastos a las variaciones de la homeostasis local inducida por

los mecanismos ortodoncicos (ver Masella y Meister, 2006).

La aplicacion de una fuerza ortodoncica altera cinco
microambientes: la MEC, la membrana celular, el citoesquelto, la
matriz proteica del nucleo y la expresion del genoma. Todo este
complejo sistema por el que una fuerza se transforma en un proceso
biolégico constituye el campo de la mecanobiologia (ver Del Valle et
al., 2012). Es probable que el tratamiento ortodontico sea una
combinacion de efectos mecanicos puros y de variaciones

moleculares-genéticas-celulares.

Los mediadores biolégicos de los procesos que acontecen en
hueso alveolar y el LPO como consecuencia del movimiento dentario
incluyen, entre otros, las prostaglandinas (Funk, 2001), las
interleukinas y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Kwan et al.,
2004) y la MMPs, que son el objeto del presente estudio.

La MEC es el componente extracelular de los tejidos que
presta apoyo a las células, almacena factores de crecimiento y regula
la adhesion, el movimiento y las interacciones celulares (Benjamin y
Khalil, 2012; Cobo, 2015). La formacion y degradacion de la MEC es

17
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crucial en todos esos procesos biolégicos implicados en el
mantenimiento de la homeostasis y regeneracion tisulares. Estos
procesos biolégicos estan bajo el control de una familia de 28
endopeptidadsas conocidas como metaloproteinasas de la MEC
(MMPs), metaloproteinasas con multidomios de Zn especializadas en
la degradacion de diferentes componentes de la MEC (Vu y Werb,
2000; Lenglet et al., 2013). La MEC esta formada principalmente de
polisacaridos, como el acido hiaruronico, las fibras de colageno y
elastina, proteoglicanos, como el condroitin sulfato o el heparan
sulfato, lugares de unién de factores de crecimiento, moléculas de
adhesion celular y otras moléculas que mantienen los tejidos
hidratados. Los diferentes componentes de la MEC son dianas
especificas para las diferentes MMPs. En base a la especificidad de
susbtrato se clasifican en 5 grupos: colagenasas (MMP-1, -8, -13),
gelatinasas (MMP-2, -9), estromielisinas (MMP-3, -10, -11),
matrilisinas (MMP-7 and -26), MMPs tipo membrana (MP MMP-14,
15, 16) y otras (MMP-12, -20 y -27 con estructura similar a la
estromielisina; MMP-19, una proteasa degradante de la membrana
basal;, MMP-20, especifica del diente; MMP-21, una gelatinasa que se
expresa en algunos carcinomas; MMP-23, implicada en la
reproduccion; y MMP-28 o epilisina, que participa en las
enfermedades reumaticas (Huxley-Jones et al., 2007; Benjamin y
Khalil, 2012). Las MMPs han sido estudiadas en diferentes dmbitos
de la odontologia tanto en condiciones de normalidad como
patolégicas (Sambandam y Neelakantan, 2014; Jain y Bahuguna,
2015) y han sido propuestas como biomarcadores de diferentes

patologias sistémicas y locales (Galliera et al., 2015).
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La actividad de las MMPs se regula estrechamente a diferentes
niveles, desde la transcripcion génica a la traslacion, activacién pro-
enzimatica e inhibicibn por proteinas reguladoras, como los
inhibidores tisulares de la metaloproteinasas (tissue-inhibitors of
MMPs: TIMPS) que pueden neutralizar las MMPs y por tanto prevenir
el exceso de degradacion de la MEC. Por su participacion en la
biologia tisular normal y su implicacion en algunas patologias, hace
gue tanto las MMPs como sus inhibidores, hayan sido propuestos
como biomarcadores de las mismas (Raffetto y Khalil, 2008; Galliera
et al., 2010).

2.4. El andlisis del fluido crevicular gingival como método diagnéstico

El FCG es un exudado presente en el surco gingival cuyo
componente acuoso deriva sobre todo del suero pero que, al pasar a
través de los tejidos blandos periodontales (el propio LPO y la encia)
modifica su composicion, y ésta varia de acuerdo al estado de esos
tejidos (Tollefsen y Saltvedt, 1980). EI FCG puede recogerse con
relativa facilidad en surco gingival, sin necesidad de emplear métodos
invasivos, y su analisis ofrece un gran potencial como fuente de los
factores asociados a y/o derivados de los cambios en el hueso
alveolar y tejidos periodontales como consecuencia de los
movimientos ortoddéncicos. En otras palabras, el FCG es una zona de
facil acceso a biomarcadores de lo que sucede durante los
movimientos ortodéncicos. La presencia o0 ausencia de algunas
sustancias en el FCG, asi como elevaciones o descensos en ellas,

permitiria identificar el nivel de remodelado de los tejidos
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periodontales durante el movimiento ortodoncico, en base a su papel

en la mecanobiologia del mismo.

Un biomarcador puede definirse como una sustancia que se
mide y evalla como indicador de procesos bioldgicos normales o
patoldgicos, o de la efectividad de un tratamiento farmacoldgico. Debe
de ser especifico y sensible y tener la capacidad de informar sobre
una situacion biolégica; en el ambito de la ortodoncia de los cambios
en los tejidos duros y blandos en cada una de las fases del
movimiento dentario (Brooks et al., 2009).
Existen abundantes estudios que han determinado diferentes
componentes de la MEC y de sus metabolitos en el FCG en
diferentes patologias dentales y periodontales. Los datos que se
relacionan a continuacion hacen referencia exclusivamente a estudios
realizados en humanos (ver Krishnan y Davidovitch, 2006, 2009;
Dudic et al., 2006). Hay revisiones recientes disponibles sobre la
utilizacion de compuestos detectables en el FCG como
biomarcadores del movimiento ortodéncico en distintos modelos

animales (ver Apuzzo et al., 2013).

Pender et al. (1994) investigaron los cambios en los
glicosaminoglicanos en el flujo de GCF en tres etapas de tratamiento
ortoddntico, antes del tratamiento ortodontico, encontrando escasas
variaciones. Otros autores se han entrado en marcadores especificos
de la resorcion 6sea (osteocalcina N-telopeptido) (Garlet et al., 2008),
las enzimas proinflamatorias y de las prostaglandinas (Linkhart et al.,
1991; Lowney et al., 1995; Grieve et al. 1994; Walker y Buring, 2001;
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Sekhavat et al., 2002; Dudic et al., 2006; Nishijima et al., 2007) y de
las actividades fosfatasicas alcalina y acida (Perinetti et al., 2003,
2004). Ademas, existen diferencias en los lados de compresion y
traccion: en el primero se produce una mayor expresion de TNF-q,
RANKL, y MMP-1, mientras que el lado de tensién hay mayor
expresion de IL-10, TIMP-1, colageno de tipo |, osteoprotegerina y
osteocalcina; la expresion de transforming growth factor-g (TGF-B)

fue similar en ambos lados (Garlet et al., 2007, 2008).

Con relacion a las MMPs, un estudio pionero llevado a cabo
por Apajalahti et al. (2003) demostr6 que la MMP-2 aumentaron
perceptiblemente en el FCG de 4 a 8 h después de la aplicacién de la
fuerza ortodéncica, mientras que la MMP-1 no se modificaba. Ingman
et al. (2005) encontraron resultados similares a finales del 1 mes de
tratamiento. Trabajos mas completos, como el llevado a cabo por
Cantarella et al. (2006) demostré que estas proteinas degradantes de
la MEC tenian diferentes niveles en el FCG en las caras de presion y
de traccion de los dientes sometidos a movimiento ortodoncico, y que
variaban en funcién del tiempo. En general, la compresion aumenta
los niveles de MMPs (MMP-1 tiene el pico maximo a 1 hora, siendo el
pico maximo a las 8 horas mientras que la tension aumenta las MMPs
durante la primera hora y se restablecen los niveles basales a las 8
horas. Por su lado, Capelli et al. (2011) analizaron los niveles de
MMP-3, 9 y 13 en FCG a diferentes tiempos del movimiento
ortodoncico en el FCG (7 dias antes de comenzar el tratamiento y 1h,
24 h, y alos 14, 21 y 80 dias) mediante inmunoensayo. En este caso

los niveles de las tres MMPs se modificaron con el tiempo en la cara
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de compresion. En un estudio similar realizado por Canavarro et al.
(2013) se determinéd determinaron los niveles MMP-1, -2, -3, -7, -8, -
12, y -13 en el FCG en la caras de presion y tension a las 1 y 24
horas, y los 7, 14, y 21 dias. Estos autores no encontraron diferencias
entre los controles y los grupos experimentales en ninguno de los
tiempos, ni entre las caras de presién y tensién. Almeida et al. (2015),
por su lao, analizaron los niveles de MMP-1, -2, -3, -7, -8, -12,y -13 a
diferentes tiempos durante el movimiento ortodéncico (una semana
antes de comenzar la activacién, inmediatamente después de la
activacion, después de 1 h, 24 h, y 7, 14, y 21 dias) utilizando
técnicas de inmunoensayo. Estos autores encontraron variaciones en
los niveles de MMP-1 y en MMP-12 a las 24 horas de la activacion, y
concluye que los niveles de MMPs en el FCG no sufren cambios
significativos como consecuencia de los movimientos ortoddncicos.
Por su parte en un modelo in vitro Karasawa et al. (2015) observaron
disminucién en la expresion de MMP-1, -3,y -13, y aumento de TIMP-
2,y -3.
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3. MATERIAL Y TECNICAS

3.1. Material

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron
muestras de FCG humano, obtenidas de pacientes del
Instituto Asturiano de Odontologia (IAO; Oviedo). Las
muestras de GCG se obtuvieron de 16 sujetos (3 mujeres 'y 5
varones; edad media: 12,5 afios; rango de edades: 11 a 13
afos) a los que se les habia prescrito tratamiento ortodéncico
por diferentes motivos. Los sujetos fueron informados de las
caracteristicas y objetivos del estudio, y se obtuvo el
consentimiento informado de sus padres o tutores legales. El

estudio fue aprobado por el Comité Etico de IAO.

Antes de la recoleccion del FCG se limpio la superficie
del diente para eliminar cualquier placa supragingival y se
aplic6 una corriente de aire durante 5 segundos. A
continuacion se recogid el FCG mediante tiras de papel
estériles estandar (Periopaper®, Interstate Drug Exchange).
Las tiras se introdujeron en el surco crevicular y mantenida
en esa posicion durante 30 segundos. De cada sujeto se
tomaron muestras en el lado de presion y de el de tension a
los siguientes tiempos: 7 dias antes de colocar aparatologia
(TO), a las 24 horas (T1), a los 7 dias (T2), a los 14 dias (T3)
y a los 30 dias (T4) tras la aplicacion del tratamiento (Tabla

1). Uno de los pacientes (n° 3) no completo el estudio y en
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otros 3 (N° 2, 4 y 7) no se pudieron obtener las muestras a
todos los tiempos.

Ne | Identificacidn

GAF

ARS

SPL

ASJ

DOM

1
2
3
4 AJF
5
6
7

IDM

8 SRM

Tabla 1.- Pacientes incluidos en el estudio, indicando sexo, edad y
tiempos a los que se recolect6 la muestras de FCG. TO: 7 dias antes de
colocar aparatologia; T1: a las 24 horas; T2: a los 7 dias; T3: a los 14
dias; T4: a los 30 dias

Las tiras de papel se metieron en Eppendorf® estériles

y almacenados a -4°C hasta el momento de su utilizacion.

3.2. Técnicas

La actividad MMP de los extractos proteicos del FCG
se determiné utilizando un kit Fluorimetric SensolLyte 520
Generic MMP Assay Kit (AnaSpec) siguiendo las
instrucciones del proveedor, y se realizd en los Servicios

Técnicos de Investigacion de la Universidad de Oviedo. Este
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kit detecta la actividad de las MMPs de las MMP-1 a la MMP-
14.

Las proteinas totales se extrajeron de las tiras de
papel embebidas en el FCG utilizando un tampén de lisis
Tris-CCl 50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 300 mM NacCl; 1% Triton X-
100; vy el céctel inhibidor de proteasas etilendiamina libre de
acido tetracético (Roche). Posteriormente, proteinas aisladas
se incubaron durante 24 h con 4-aminofenil acetato
mercurico para activar todas las pro-MMPs presentes en el
FCG. Las proteinas extraidas se llevaron hasta un volumen

total de 1 ml.

El péptido apagado se incub6 en pocillos con un
formato de 96-well (50 pl por well) durante 60 min a
temperatura ambiente con los extractos de las proteinas
aisladas del FCG. Tras la incubacion se leyeron los pocillos a
una longitud de onda de excitacion/emision = 490/520 nm
para determinar las unidades relativas de fluorescencia. Los
resultados se expresan en unidades relativas de
fluorescencia, corregida por el background, por microgramo
de proteina. Los datos de 3 experimentos independientes se
calculo la media y el error estandar de la media, y las

diferencias se determinaron mediante el test de ANOVA.
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El principio de la técnica utilizada es el siguiente: se
utiliza como substrato un péptido-FRET (Forster resonance
energy transfer; transferencia de energia de resonancia)
apagado que tras romperse por la enzima (MMP en nuestro
caso) genera fluorescencia que puede ser cuantificada en un
lector de placa. Las unidades de fluorescencia relativas se
correlacionan directamente con la actividad enzimatica. El kit
utilizado ha sido optimizado para la deteccion de MMP-1, 2,
3,7,8,9, 12,13,y 14, y es entre 5y 20 veces mas sensible
que los test para detectar cada MMP de manera separada
(Figura 4).

Figura 4.- Fundamento de la técnica para la deteccion de la actividad
MMPs utilizando un substrato mdultiple para diferentes MMPs. Tomado de

Rakhmanova et al., 2015.
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4. RESULTADOS.

De todas las MMPs que podian ser detectados con el kit utilizado
en el trabajo se han seleccionado MMP1, MMP2, MMP3, MMP8,
MMP9 y MMP13 por dos motivos: el volumen de FCG disponible (y en
consecuencia la cantidad de proteina en ellos) y las MMP que segun
los datos bibliograficos disponibles tienen mayor implicacion funcional
en el movimiento dentario. En las tablas que siguen, y que sirven para
exponer los resultados, las cuadriculas en color rojo (compresion) o
azul (tensién) muestran las diferencias estadisticamente significativas

a los diferentes tiempos de la investigacion.

En condiciones basales, en el TO, en el FCG de los sujetos que
iban a ser sometidos al estudio no se detect6 actividad en 5 las
MMPs, y se aprecié a niveles residuales (en torno a 0,1 URF/ug de
proteina) MMP2, MMP3 y MMP8. Esta actividad seguramente debe
de estar en relacibn con la actividad béasica y permanente de
remodelacion del hueso alveolar en los sujetos en estudio, sobre todo
teniendo en cuenta la edad de los mismos ya que se pueden

considerar en fase de crecimiento.

La MMP1, también denominada colagenasa intersticial o
colagenasa de los fibroblastos, interviene en la degradacion de
diferentes tipos de colageno en la MEC. Como consecuencia de los
movimientos ortodoncicos su actividad se encuentra aumentada
exclusivamente en la zona de tensién, con valores maximos a los 14
dias (Tabla 2).
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Tabla 2.- Valores relativos de actividad de MMP1 expresados en
URF/ug de proteina

MMP1 TO T1 T2 T3 T4

Compresion 0 0 0,1 0 0

Tension 0 0,2 0,2 0,2

A MMP2 también se la conoce bajo el término de gelatinasa 1,
e interviene principalmente en los procesos de degradacion del
colageno IV de las membranas basales y en la remodelacion ésea.
En el curso de los movimientos dentarios su actividad se encentra
aumentada, a partir de la primera semana hasta el final del periodo de
tiempo estudiado tanto en la cara de compresiéon como de tension,
siendo mas evidentes las variaciones en la primera (Tabla 3).
Tabla 3.- Valores relativos de actividad de MMP2 expresados en
URF/ug de proteina

MMP2 TO T1 T2 T3 T4

Compresién 0,1 0,3

Tension 0,1 0,1

Por lo que refiere a la MMP3 o estromelisina 1, su espectro de
sustratos es mucho mas amplio ya que puede degradar diferentes

tipos de colageno (I, I, IV, IX y X), asi como proteoglicanos,
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fibronectina, laminina y elastina. En los movimientos dentarios
inducidos por ortodoncia, en la poblacion analizada en el presente
trabajo, las principales variaciones se producen durante las primeras
fases del mismo, encontrandose elevacion de la actividad en las
primeras 24 horas y la primera semana; en los periodos de tiempo
mas largos, aunque su actividad es mayor que en los controles, es
menor que durante la primera semana. Por otro lado los cambios
encontrados fueron paralelos en las caras de compresion y tension de

los dientes.

Tabla 4.- Valores relativos de actividad de MMP3 expresados en

URF/ug de proteina

MMP3 TO T1 T2 T3 T4
Compresion 0,1 0,6 0,7
Tension 0,1 0,6 0,4

La MMP8 es también una colagenasa que se secreta de forma
inactiva. No obstante, teniendo en cuenta el protocolo experimental
realizado en el que se ha han activado las formas pro-MMP de las
MMPs, debe de considerarse que esta enzima también esta activada.
Ademas los datos experimentales del trabajo asi lo sugieren ya que
sus niveles de actividad se incrementan de manera moderada con los
movimientos ortodoncicos, siendo mas evidentes en los periodos de

tiempo mayores (Tabla 5).

33



L

/ﬁm Resultados
g

Tabla 5.- Valores relativos de actividad de MMP8 expresados en

URF/ug de proteina

MMP8 TO T1 T2 T3 T4

Compresion 0,1 0,8 0,8

Tension 0,1 0,4 0,7

La MMP9 o gelatinasa B pertenece al grupo de las matrilisinas
y degrada sobre todo los colagenos de tipo IV y V pero también otros
componentes de la MEC. En base a los resultados obtenidos, también
participa en la remodelacion tisular en el curso de los movimeintos
ortodéncicos ya que su actividad se me incrementadas por los
mismos, sobre todo en las primeras fases del movimiento (hasta los 7
dias) y en mayor medida en el lado de compresién (Tabla 6).
Tabla 6.- Valores relativos de actividad de MMP1 expresados en

URF/ug de proteina

MMP9 TO Tl T2 T3 T4
Compresién 0 0,6 0,2
Tensién 0 0,3 0,3

URF/ug de proteina

Por dltimo, MMP13 o colagenasa 3, es una de las primeras

MMPs conocidas y su sustrato fundamental de actuacion son los
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coldgenos. Desde hace afios se sabe que interviene en los procesos
de turnover 6seo y en la osificacion. En nuestro trabajo su actividad
de se encuentra aumentada tanto en el lado de presion como de
tension, especialmente en éste, desde las 24 horas hasta los 14 dias
tras la induccién del movimiento dentario ortodéncico (Tabla 7).

Tabla 7.- Valores relativos de actividad de MMP1 expresados en

URF/ug de proteina

MMP13 TO
Compresion 0
Tensién 0
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5. DISCUSION.

El presente trabajo de investigacion se disefio para analizar en el
FCG humano los efectos en la actividad de algunas MMPs de los
movimientos dentarios inducidos por tratamientos de ortodoncia. Se
ha analizado una poblacion reducida, homogénea respecto a la edad,
de sujetos en periodo de crecimiento, durante un periodo de tiempo
gue abarca desde las 24 h hasta los 20 dias de iniciado el

tratamiento.

Las ultimas investigaciones indican que el genoma de todos los
organismos vivos tiene un 2% aproximadamente de genes, unos 500
genes, que codifican para proteasas (Fanjul-Fernandez et al., 2010).
Las MMPs son endopeptidasas zinc-dependientes que degradan la
MEC y poseen caracteristicas estructurales y funcionales semejantes.
Participan en procesos normales y patolégicos, embriogénesis,
curacion de las heridas, inflamacion, cancer, etc ... y en los ultimos
afios se han convertido en dianas terapéuticas en muchos procesos
(Lopez-Otin et al., 2009). En la actualidad se dispone de métodos
como la eimografia, ELISA, y tets basados en la actividad de péptidos
gue pueden ser utilizados para los estudios de las MMPs. El primero
es un método con rendimiento relativo bajo, mientras que la técnica
de ELISA cuantifica de forma relativa pero no da informacion sobre la
actividad de las MMPs. Pero en los ultimos afios se ha desarrollado la
técnica de fluorometria o transferencia de energia de resonancia
(Forster resonance energy transfer: FRET) ha permitido el analisis
continuo y con alto rendimiento de estas enzimas. FRET se basa en

la transferencia de energia distancia-dependiente de una molécula
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donante a otra aceptora. En general las fracciones del donante y del
aceptador son diferentes, y en este caso FRET se puede detectar por
la aparicion de fluorescencia en el aceptador o el apagado de la
misma en el donante. Los ensayos para proteasas normalmente
implican a un donante fluorescente en un extremo y a un aceptor
apagado en el otro separados entre si por un péptido que contiene la
secuencia en la que rompe la proteasa. Los pares donante/ aceptador
deben de tener suficiente superposicion espectral para que ocurra la
transferencia de energia eficiente que haga que la diferencia de

espectros sea distinguible.

Las MMPs investigadas en el presente intervienen en diferentes
procesos biologicos relacionados con el movimiento dentario
(Meeran, 2012) y su actividad es regulada por las citoquinas y
factores proinflamatorios que se producen en el curso de los
movimientos ortodoncicos (Pulkoski-Gross, 2012). La mayoria de los
trabajos realizados hasta la fecha que ponen en relacion las MMPs
con los movimientos ortodoncicos se centran en determinar la
elevacion o descenso de los niveles (Capelli et al., 2011; Canavarro et
al., 2013; Almeida et al., 2015; Karasawa et al., 2015) o del
inmunomarcaje (Fernandez-Gonzalez et al., 2015, 2016) durante el
movimiento dentario. La técnica utilizada en nuestro trabajo determina
la actividad de las MMPs mas que su presencia. Este hecho es muy
importante si se tiene en consideracion que algunas MMPs se liberan
de forma no activa y que, por tanto su presencia en el espacio
extracelular, o es nuestro caso el FCG, no indica necesariamente que

se encuentren activas. Por otro lado, es dificil comparar resultados
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con los aportados por otros investigadores ya que el fundamento del

sistema de valoracion de las MMPs es diferente.

En cualquier caso, en el presente trabajo se ha detectado que el
movimiento ortodoncico no modifica la actividad de MMP1 salvo a las
dos semanas del tratamiento en la cara de tension; aumenta la
actividad de MMP2 tanto en las cara de compresion como de tension,
aunque algo mas en la primera, a partir de la semana de tratamiento;
incrementa la actividad de MMP3 de forma paralela y progresiva en
ambos lados durante la primera semana; MMP8 aumenta su actividad
en ambos lados a los 15 y 30 dias; la actividad de MMP9 esta
aumentada en ambos lados durante la primera semana; y MMP13
también se incrementa en la primera semana, aunque en el lado de
tensién se mantiene su actividad también a los 15 dias. Expresado en

forma de cronograma los resultados se exponen en la tabla 8.

Comparando estos resultados con los existentes en la bibliografia
con relacién a las MMPs en FCG, se aprecia que son parcialmente
concidentes con los de Apajalahti et al. (2003), Ingman et al. (2005), y
Capelli et al. (2011). Pero difieren completamente de los de
Canavarro et al. (2013) que no encontraron diferencias entre los
controles y los grupos experimentales en ninguno para ninguna de las
MMPs estudiadas, a ningun tiempo, ni entre las caras de presion y
tension; y de los de Karasawa et al. (2015) observaron disminucion
en la expresion de MMP-1, -3, y -13. Todas estas diferencias
seguramente deben de ser atribuidas: a los diferentes métodos de

valoracion de las MMPs, a diferencias en la edad de los grupos de
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pacientes estudiados y posiblemente a variaciones individuales de los

sujetos.

Tabla 8.- Tiempos de actividad de las MMPs analizadas

24 h 7 dias 14 dias 30 dias

A la vista de estos datos resulta evidente que son necesarios
ulteriores estudios para determinar si la medicién de la actividad de
MMPs en FCG puede considerarse un biomarcador de lo que sucede
en el hueso y en el ligamento periodontal durante los movimientos

ortodoncicos (ver Apuzzo et al., 2013; Anand-Kumar et al., 2015).

El trabajo realizado ofrece datos importantes sobre la biologia
y la cronobiologia de los movimientos dentarios inducidos por
movimientos ortodoncicos. Sin embargo, también presenta una serie
de limitaciones que conviene poner de manifiesto. El valor muestral
fue escaso y ello hace que los resultados deban de ser tomados con
precaucion. Por otro lado, aunque representa una notable ventaja
para interpretar los hallazgos, el escaso rango de edades de los

sujetos incluidos en el estudio hace que no puedan extrapolarse a la
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poblacion general. Ademas, hubiera sido de interés poder valorar un
mayor numero de MMPs asi como sus inhibidores. Pero la cantidad
de FCG que se puede obtener de cada sujeto limita el nUmero de
ensayos que se pueden realizar. Y también conviene destacar que
este tipo de analisis no son econémicos y que también este factor
limita el trabajo. Seria deseable realizar un estudio pues, con mayor
poblacién, mayor rango de edades, y mas analisis para corroborar los
prometedores datos del presente estudio ya que podrian ser de gran

interés para mejorar los tratamientos de ortodoncia.
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