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Trabajo de Investigacion

Expresion de Formas Solubles de MMP-14 y CXCL12 en
Periodontitis Crénica Progresiva

Soluble Forms of MMP-14 and CXCL12 Expression in
Progressive ChronicPeriodontitis

Hernandez M'3, Tervahartiala T2, Rivera O3, Dezerega A3, Dutzan N3, Henriquez L3, Sorsa T?

RESUMEN

La perdida de tejidos de soporte durante la periodontitis crénica se asocia con la infiltracion de leucocitos inflamatorios y la expresiéon desregulada
de MMPs. CXCL12 es una potente quimioquina, mientras que MMP-14 presenta actividad colagenolitica y ademas es capaz de activar a otras co-
lagenasas, como las MMPs -8 y -13. En este estudio analizamos la expresién de MMP-14 y CXCL12 en FCG de sujetos con periodontitis crénica
progresiva. Materiales y métodos: Se seleccionaron sujetos con periodontitis cronica progresiva y se tomaron muestras de FCG de sitios activos e
inactivos (N=34). Mediante immunowestern blot se caracterizaron las formas solubles de la MMP-14 y CXCL12. La MMP-14 se cuantificd mediante
densitometria, mientras que los niveles de CXCL12 se determinaron mediante ELISA. Resultados: CXCL12 y MMP-14 se identificaron en todos los
sujetos con progresion. En sitios activos la MMP-14 soluble demostré una tendencia a aumentar y se encontré una fuerte correlacion positiva entre
MMP-14 y CXCL12, mientras que en sitios inactivos no se encontré correlacién alguna. Conclusion: MMP-14 aumenta conjuntamente con CXCL12
a nivel de sitios activos y esta asociacién podria estar relacionada con la perdida activa de soporte periodontal.
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ABSTRACT

Support tissue loss during chronic periodontitis is associated with inflammatory leukocyte infiltrates and upregulation of MMP expression. CXCL12 is
a potent leukocyte chemoattractant and MMP-14 is a collagenase capable to activate other collagenases such as MMPs -8 and -13. In this study we
analyzed the expression of MMP-14 and CXCL12 in GCF of subjects with progressive chronic periodontitis. Materials and methods: Chronic peri-
odontitis subjects undergoing disease progression were selected. GCF samples were collected from active and inactive sites (N=34). Soluble MMP-14
and CXCL12 forms were characterized by immunowestern blot. MMP-14 was quantified by densitometric analysis and CXCL12 levels were determined
by ELISA. Results: In active sites, soluble MMP-14 showed a tendency to increase and a strong positive correlation was found between MMP-14 and
CXCL12, whereas in inactive sites, no correlation was found. Conclusions: MMP-14 increases together with CXCL12 in active sites and thus, interac-
tions between these mediators could be associated with active loss of tooth support tissues.
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INTRODUCCION

La periodontitis cronica es una enfermedad infecciosa ca-
racterizada por la pérdida de los tejidos de insercion dentarios; es decir,
el ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar™. Se pro-
pone que la progresion de la destruccion del tejido periodontal de so-
porte ocurre durante episodios ciclicos de actividad seguidos por perio-
dos prolongados de quiescencia o inactividad®@?.

La infeccion bacteriana provoca una respuesta inmunoinflama-
toria desregulada caracterizada por la secrecion de citoquinas, quimio-
quinas y metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) por las célu-
las del hospedero®. El rompimiento inicial del colageno constituyente
del periodonto por las colagenasas, que incluyen las MMPs -1, -8, -13 y
-14, es un hecho clave en la progresién de las lesiones periodontales®®.
Por otro lado, se ha demostrado una asociacion entre el aumento de la
expresion de las MMPs -13 y -14 y la ocurrencia de reabsorcion 6sea
inflamatoria™. Ademas de su actividad colagenasa, la MMP-14 es capaz
de activar a otras MMPs, como MMPs -2, -8 y 13&1)_ Si bien la MMP-14
se clasifica dentro de las MMPs de membrana plasmatica, recientemente
se han descrito formas solubles de la enzima en ciertos fluidos como
esputo, lavados bronco alveolares, lagrimas y fluido crevicular gingival
(FCG)®©1012) Por otro lado, el factor derivado del estroma-1 (CXCL12/CX-

CL12) es una potente quimioquina capaz de promover el reclutamiento,
desarrollo y supervivencia de osteoclastos!'® y leucocitos inflamatorios y
recientemente se demostro su expresion en el tejido gingival y niveles el-
evados en sujetos con periodontitis cronica en relacion con controles.

En la actualidad, el papel de las colagenasas en la progresion
de la periodontitis cronica se ha estudiado ampliamente y como resulta-
do, la MMP-8 y mas recientemente la MMP-13, se han propuesto como
un importantes marcadores de progresion de la enfermedad y posibles
futuros blancos de terapia farmacoldgica!’®2%. Sin embargo, hasta la
fecha no existen estudios referentes al papel de las formas solubles de
la MMP-14 ni CXCL12 sobre lesiones activas en periodontitis crénica. En
este estudio analizamos la expresion de MMP-14 y CXCL12 en FCG de
sujetos con periodontitis cronica progresiva.

MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos con progresion

El procedimiento de seleccion de sujetos con periodontitis
cronica progresiva se efectu6 segun se describié previamente en Hernan-
dez et al. (2006)?%. Se seleccionaron pacientes con periodontitis mod-
erada a severa en el Servicio de Recepcion de Pacientes de la Facultad
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de Odontologia, Universidad de Chile y del SSMN, CDT Eloisa Diaz. La
progresion de la periodontitis se definié por el método de la tolerancia de
acuerdo con Haffajee et al. (1983)®@". Los sitios activos presentaron una
pérdida de inserciéon >2 mm durante un periodo de seguimiento de dos
meses. Se consideraron como minimo la presencia de dos sitios activos
para clasificar al paciente como teniendo progresién de la periodontitis.
En total, 17 sujetos desarrollaron progresion y se obtuvieron muestras
de un sitio activo e inactivo en cada uno de ellos (N=34). El protocolo del
estudio, previamente aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, se explicé a todos los pacientes
y se firmé un consentimiento informado. El protocolo establece que den-
tro del periodo comprendido a las dos semanas siguientes a la deteccion
de actividad de la periodontitis todos los pacientes seran sometidos a
tratamiento periodontal. En los sitios a analizar, la pieza dentaria se aislé
con algodones y se seco el sitio con aire con ayuda de la jeringa triple.
Luego se introdujo una tira de papel absorbente (Periopaper, Proflow,
Amityville, New York, USA) en el saco por 30 segundos En total se tomar-
on 3 tiras por sitio y se eluyeron desde las tiras utilizando 75 ul solucién
de NaCl 0,9%. Los eludios se mantuvieron a -80°C hasta su utilizacion.

Immunowestern Blot

Se efectuaron “immunowestern blot” con el propodsito de
caracterizar las bandas correspondientes a la MMP-14 y CXCL12 -co-
rrespondientes a ambas isoformas, [ y (- asociadas con periodontitis
cronica progresiva. Alicuotas de eluidos de FCG se cargaron en geles
SDS-PAGE al 11 y 15% para la MMP-14 y CXCL12, respectivamente
en condiciones desnaturantes reductoras y/o no reductoras (Laemmli,
1970). Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Bio-Rad, Hercules, CA) a 40 mA/gel por 1h. y se bloquearon las in-
teracciones inespecificas con leche al 5% en TBST 0,05% por 1 hora.
Posteriormente se efectuaron 4 lavados de 15 minutos con TBST y las
membranas se incubaron durante la noche con los siguientes anticuer-
pos primarios: Ac policlonal anti- MMP-14 ( Biogenesis LTd, Poole, UK),
1:500 y monoclonal anti-CXCL12, 1:150 (R&D systems, Minneapolis) en
TBST. Después de lavar la membrana con TBST, éstas se incubaron con
los anticuerpos secundarios respectivos conjugados con peroxidasa por
1 h (Amersham Buckinghamshire, UK) diluido 1:1000 en TBST, segun
indicaciones del fabricante. Tras lavar se identificé una reaccién positiva
utilizando el kit de deteccién ECL segun indicaciones del fabricante (Am-
ersham Buckinghamshire, UK) y se expusieron en peliculas radiograficas
(Hyperfilm, Amersham, Buckinghamshire, UK). Las bandas correspondi-
entes a la MMP-14 se cuantificaron con un densitémetro y el programa
Analyst (GS-700: Bio-Rad).

Determinacion de los niveles de CXCL12

La concentracion del CXCL12 en FCG se determiné utilizando
un kit ELISA de captura “Quantikine” (R&D systems Minneapolis), segun
indicaciones del fabricante. El anticuerpo del ensayo es especifico para
CXCL12 11, y presenta un grado bajo de reconocimiento de CXCL12 (],
no asi para otras citoquinas. La concentracion de CXCL12 se obtuvo a
partir de una curva estandar mediante lectura a 450 nm. Los resultados
se expresaron como pg/mL.

RESULTADOS

Se identificaron diversas formas moleculares correspondientes
a formas solubles de la MMP-14 en condiciones no reductoras (Figura 1):
bandas mayores a 100 kDa, formas de alrededor de 60 kDa y fragmentos
de peso molecular inferior a 40 kDa. En el caso de CXCL12 (Figura 2)
en condiciones no reductoras se identificaron formas de elevado PM, de
alrededor de 100 kD, que correspondieron a las bandas mas prominen-
tes y formas de alrededor de 50 kDa; mientras que en condiciones reduc-
toras, se identificaron bandas de menor PM, donde las mas prominentes
presentaron un peso comprendido entre los 75y 50 kD y otras formas de
menor tamafo correspondientes a 35 y 25 kD aproximadamente.

Como se observa en la Figura 3A, los niveles totales de las
formas solubles de la MMP-14 (correspondientes a la sumatoria de to-
das las inmunoreactividades identificadas para la MMP-14) tendieron a
aumentar en sitios activos en comparacion con los inactivos; sin em-
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bargo las diferencias no fueron significativas mientras que los niveles de
CXCLA12 (Figura 3B) no variaron (p>0,05).

Es de interés que los niveles de MMP-14 y CXCL12 mostra-
ron una correlacion positiva en FCG de los sitios con progresion (r=0,6,
p=0,04). Sin embargo, al analizar los grupos activos e inactivos por sepa-
rado, como se observa en la figura 4, se encontr6 una fuerte correlacion
positiva entre MMP-14 y CXCL12 en los sitios activos (r=0,89, p=0,02);
y por el contrario, no se observo correlacién en sitios inactivos (r=0,45,
p=0,36).

PM A

olubles-de-la-MMBE A4 on O do H n

progresiva. A: sitios activos; |: sitios inactivos.

riodontitis cronica
progresiva. Se realizaron immunowestern blots en condiciones no reductoras (NR) y
reductoras (R). A: sitios activos; B: sitios inactivos.
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Figura 3A. Niveles de formas solubles de MMP-14 en FGC de sujetos con progresion.
Figura 3B. Niveles de CXCL12 en FGC de sujetos con progresién.
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Figura 4. Correlacion de Spearman entre niveles de formas solubles de MMP-14 y
CXCL12 en FGC progresiva en sitios activos e inactivos. Sitios inactivos r=0,45, p=0,36;
sitios activos, r=0,89; p=0,02.

DISCUSION

La periodontitis cronica es una enfermedad que se desarrolla
como resultado de la accion de una etiologia heterogénea que incluye a
un complejo biofilm bacteriano ubicado en el medio ambiente subgingi-
val con la influencia y/o modulacién de la respuesta inmune e inflama-
toria desencadenada en los tejidos periodontales. Como resultado de la
injuria, se producen cambios vasculares y celulares en los tejidos pe-
riodontales, la formacién de un infiltrado inflamatorio con destruccién de
la matriz extracelular y migracién apical del epitelio de unién®. Estos
cambios se asocian con una mayor liberacién de mediadores inflamato-
rios como citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas y metaloproteina-
sas, ocasionando en definitiva la destrucciéon completa del ligamento pe-
riodontal, cemento radicular y hueso alveolar, lo que produce finalmente
la pérdida del diente®*?®. En este estudio, analizamos la expresién de
las formas solubles de la MMP-14 y la quimioquina CXCL12 en el FCG
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de sujetos con periodontitis crénica progresiva, tanto en sitios activos
como inactivos. La identificacion de MMP-14 y CXCL12 en todos los su-
jetos estudiados sustenta la hipétesis de que ambos mediadores puedan
estar involucrados en la progresion de la enfermedad. Adicionalmente,
el aumento conjunto de ambos mediadores en sitios activos sugiere la
existencia de posibles mecanismos comunes de regulacion y/o de inte-
racciones entre estos.

En este estudio analizamos la expresion y se identificaron las
formas solubles de la MMP-14 en el FCG de sujetos con progresion. En
FCG de sitios activos, se observo una tendencia hacia el aumento de
la MMP-14 en relacién con sitios inactivos. En ambos casos, se iden-
tificaron complejos (mayores a 100 kD), formas entre 55-70 kD y frag-
mentos inferiores a 40 kD. Estas formas son similares a aquellas descri-
tas previamente® en periodontitis crénica no tratada y en otros fluidos
organicos('%1224) En el estudio de Tervahartiala et al (2000), se describid
también la expresion de formas solubles de la MMP-14 en el FCG de
sujetos sanos y periodontitis agresiva localizada, sin embargo las unicas
bandas identificables se encontraron entre 55y 70 kD. La MMP-14 se di-
ferencia de las MMPs solubles por presentar un dominio transmembrana
y una cola intracitoplasmatica y pertenece por esta razén a la familia de
las MMPs de membrana (MT-MMPs)®©. Ademas de presentar actividad
colagenolitica, la MMP-14 puede actuar como un potente activador de
otras MMPs que incluyen -8, -13 y -2@101_ Mientras que la MMP-8 co-
rresponde a la MMP mas prominentemente expresada en la periodonti-
tis crénica®'82528 |a MMP-13 recientemente se ha propuesto como un
potencial marcador de progresion de la enfermedad®'92%, y ambas co-
rresponden a las colagenasas mas importantes involucradas en la pa-
togenia de la periodontitis cronica. Sin embargo, el significado funcional
de la MMP-14 y de sus formas solubles no se conoce hasta la fecha.
Existen reportes®® que indican que la MMP-14 unida a membrana es ca-
paz de actuar como una autoconvertasa, induciendo su propia activaciéon
mediante protedlisis de su prodominio en el motivo de furina; consecu-
tivamente, la enzima activa es capaz de proseguir su auto protedlisis,
generando fragmentos de alrededor de 60 kD e inferiores, similares las
formas encontradas en el FCG.

Los complejos pueden corresponder a formas de la MMP-14
unidas a otras MMPs o inhibidores®. Por otro lado, existen otros sustratos
bioactivos de la MMP-14, que incluyen mediadores de la respuesta inflama-
toria y entre estos, CXCL12®3%, CXCL12 corresponde a una potente quimio-
quina, capaz de inducir el reclutamiento de polimorfonucleares neutrofilos y
células mononucleares a los sitios de inflamacién periodontal™. CXCL12 se
expresa abundantemente en tejido gingival inflamado y endotelio vascular,
mientras que los leucocitos inflamatorios expresan en altas cantidades su
receptor CXCR4; se ha visto que los niveles de CXCL12 en el FCG son
significativamente mayores en sujetos con periodontitis cronica en relacion
con controles'¥. Adicionalmente se ha visto que la unién de CXCL12 a su
receptor CXCR4 en células mononucleares es fundamental durante la rea-
bsorcion ésea, estimulando la quimiotaxis de los precursores de los osteo-
clastos a los sitios de osteolisis, fusién de estos y expresion de TRAP(3),
CXCL12 induce también el aumento de la expresién de las MMPs del tejido
Oseo, incluyendo las MMPs -13 y -14 durante la migracién e invasion celu-
lar en cancer prostatico®". En este estudio, identificamos la expresion de
CXCL12 en el FCG de sujetos con periodontitis progresiva y caracterizamos
por primera vez las inmunoreactividades de CXCL12 en el FCG. CXCL12
es una quimioquina que en su forma monomerica presenta una masa de
aproximadamente 8-8,5 kDa®. Las inmunoreactividades identificadas en el
FCG son similares a aquellas descritas previamente en suero®), y podrian
corresponder a las diferentes isoformas alfa y beta de CXCL12, como tam-
bién a complejos homo y/o heterotipicos. De este modo, CXCL12 en el FCG
de sujetos con periodontitis crénica progresiva se encuentra fundamental-
mente formando complejos que podrian corresponder a MMP-14/CXCL12,
en base a la similitud de masas de los complejos identificados tanto para
MMP-14 como CXCL 12y a la correlacion positiva que se evidencio en sitios
activos, que sugiere la presencia de interacciones entre ambas proteinas.

Si bien, tanto CXCL12 como MMP-14 se encuentran presentes
en periodontitis crénica progresiva, sus niveles no variaron entre sitios
activos e inactivos, excepto por una leve tendencia de la MMP-14 a au-
mentar en los primeros. Sin embargo, en sitios activos de sujetos con
progresion encontramos que la expresion de MMP-14 aumento conjunta-
mente con los niveles de CXCL12 en el FCG. La actividad de CXCL12
se encuentra regulada no sélo a nivel de la expresion de la quimioquina,
sino que también por la expresiéon de su receptor CXCR4 y protedlisis
enzimatica, entre otros mecanismos®?.Estudios previos han demostrado
que CXCL12 es un sustrato bioactivo de la MMP-14 in vitro modificando
su actividad biolégica a través de protedlisis®?, mientras que in vivo
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esta asociacion podria resultar en cambios funcionales de la actividad
quimiotactica de CXCL12 a nivel de sitios activos contribuyendo a la
destruccién de los tejidos de soporte periodontal. Niveles elevados de
CXCL12 pueden inducir aumentos de la expresién e incluso activacién
de MMP-14, y a su vez MMP-14 inactiva a CXCL12, representando un
mecanismo de interaccion/regulaciéon entre MMPs y quimioquinas y por
tanto en la respuesta inmune durante la fase activa de la periodontitis
cronica. La induccion de MMPs -2, -9, -13 y -14 por los osteoblastos y/o
osteoclastos es fundamental en el inicio de la reabsorcion de matriz 6sea
durante procesos como la invasion tumoral™', mientras que el uso de
inhibidores de colagenasas y gelatinasas es capaz de prevenir la rea-
bsorcion 6sea in vitro®23). CXCL12 podria actuar en la diferenciacién
temprana de osteoclastos, mientras que la MMP-14 podria inactivar a
CXCL12 e iniciar la remocion de matriz organica del hueso, mediante
la activacion de las cascadas proteoliticas mediadas por MMP-13 y -2
y/o mediante su actividad colagenolitica directa. El efecto pleiotropico
de esta enzima, podria explicar la presencia de variaciones sutiles de su
expresion en sitios activos e inactivos. De este modo, incrementos leves
en su actividad podrian representar un evento clave en la progresion
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de la periodontitis crénica, mediante la activaciéon de potentes cascadas
proteoliticas mediadas por MMP-13 y a través de la modificacién de la
actividad biolégica de mediadores inflamatorios, que se han visto involu-
cradas en la progresion de la periodontitis cronica (en revision en J Clin
Periodontol CPE-05-09-2072).

Concluimos que MMP-14 y CXC12 se expresan en sujetos con
periodontitis cronica progresiva y que por tanto podrian estar implica-
dos en la patogenia de la enfermedad. A nivel de sitios activos, MMP-
14 aumenta conjuntamente con CXCL12 y esta asociacion podria estar
relacionada con la perdida activa de soporte periodontal. Sin embargo,
el rol de la MMP-14 y CXCL12 en las enfermedades periodontales ha
sido pobremente estudiado y por tanto requiere el desarrollo de nuevos
estudios para esclarecer su funcion en las enfermedades periodontales,
asi como también, del significado funcional de la asociacién entre estos
mediadores en la enfermedad. El desarrollo de nuevos estudios, podria
abrir la posibilidad de nuevas estrategias de tratamiento periodontal, que
podrian incluir el uso de inhibidores sintéticos de MMPs, donde la MMP-
14 podria representar un nuevo blanco de interés('.
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