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RESUMEN

Antecedentes: el desarrollo del paladar es un evento complejo que requiere la sintesis y la
degradacién de diferentes componentes de la matriz extracelular, como colédgeno tipos |, Il
y lll, fibronectina y 4cido hialurénico. Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia
de proteasas encargadas de la remodelacion tisular y su actividad esté regulada por sus in-
hibidores end6genos (TIMP). Diferentes estudios demuestran la participacion de MMP y TIMP
en la palatogénesis y su relacién con la presencia de fisuras oropalatinas. Objetivo: clasificar
los diferentes estudios en modelos experimentales y en humanos que evidencien la parti-
cipacién de metaloproteinasas y sus inhibidores en el desarrollo palatino y su relacién con
patologias como el labio y paladar fisurado. Métodos: se realizé una revision sistematica
de la literatura en las bases bibliogréficas PubMed, EMBASE, Web of Science y Cochrane
con los términos booleanos palate, development, palatogenesis, matrix metalloproteinases
(MMPs), tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), extracellular matrix, y cleft and lip
palate, para clasificar los diferentes estudios relacionados con la presencia de MMP y TIMP
en el paladar y los métodos utilizados para detectar su expresién en el paladar entre 1997
y 2014. Resultados y conclusiones: los estudios en modelos experimentales evidencian la
participaciéon de MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-25, ADAMTS9, y ADAMTS20 y TIMP
en diferentes estadios del desarrollo palatino en murinos. Por el contrario, los reportados
en humanos son escasos y se han relacionado con polimorfismos en MMP-3 y MMP-25
asociados a presencia de labio y paladar fisurado no sindrémico.
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desarrollo; inhibidores de metaloproteinasas (TIMP); labio y paladar fisurado; matriz extra-
celular; metaloproteinasas (MMP); paladar; palatogénesis
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ABSTRACT

Background: Palate development is a complex event that requires the synthesis and degra-
dation of various components of the extracellular matrix, such as collagen type I, Il and Il
fibronectin, and hyaluronic acid. Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of proteases
responsible for tissue remodeling and its activity is regulated by their endogenous inhibitors
(TIMPs). Several studies demonstrate the role of MMPs and TIMPs in palatogenesis and their
relationship with cleft and lip palate. Purpose: To classify existing studies with experimental
and human models that show the role of metalloproteinases and their inhibitors in palatal
development and its relationship to diseases such as cleft lip and palate. Methods: This
systematic literature was carried out in the PubMed, EMBASE, Web of Science, and Cochrane
databases. The search included Boolean descriptors like palate, development, palatoge-
nesis, matrix metalloproteinases (MMPs), tissue of metalloproteinases (TIMPs), extracellular
matrix, and cleft lip and palate, in order to classify the studies related to the presence of
MMPs and TIMPs in palate and the methods used to detect their expression between the
years of 1997 and 2014. Results and Conclusion: Studies in animal models demonstrate the
expression of MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-25, ADAMTS9, ADAMTS20, and TIMPs in
different stages of development in murine palate. By contrast, studies reported in humans
are scarce and have been associated with polymorphisms of MMP-3 and MMP -25 associated
with the presence of non-syndromic lip and cleft palate.

KEYWORDS
cleft and lip palate; development; extracellular matrix; matrix metalloproteinases (MMPs);
palate; palatogenesis; tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs)
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INTRODUCCION

El desarrollo del paladar en humanos comienza alre-
dedor de la quinta semana y termina en la duodécima
semana de desarrollo intrauterino. Embriolégicamen-
te, inicia con la formacién de dos primordios: el pa-
ladar primario y el secundario. El primario se origina
por la unién de las prominencias nasales mediales en
superficie y profundidad, que conformaran la porcién
premaxilar del maxilar superior, también llamada seg-
mento intermaxilar. Esta porcién tiene tres compo-
nentes: el labial, que formard el surco nasolabial del
labio superior; el maxilar, que correspondera a la zona
anterior del maxilar y formarad los cuatro incisivos
superiores y su mucosa bucal, y el palatino, que tiene
forma triangular con el vértice dirigido hacia la parte
posterior y originara el paladar primario (1).

En la sexta semana se establece la comunicacién entre
las cavidades nasaly oral, debido a la perforacién de la
membrana buconasal, y se formara la coana primitiva
ubicada detras del paladar primario. El paladar secun-
dario comienza su formacién alrededor de la séptima
semana de desarrollo intrauterino con dos estructuras
mesenquimatosas que se extienden desde las caras
internas de las prominencias o maxilares. Estas pro-
longaciones reciben el nhombre de procesos o crestas
palatinas laterales y estdn conformadas en su interior
por tejido mesenquimal y exteriormente estan rodea-
das de epitelio estratificado plano, cuya capa mas
superficial esta formada por células peridérmicas (2).

La morfogénesis del paladar secundario conlleva dos
procesos. En primer lugar, se reorientan los procesos
palatinos laterales verticales en una posicién horizon-
tal por encima de la lengua. Después, se fusionan los
procesos palatinos en la linea media (3).

La formacién del paladar es de critica importancia
para la separacién de la nasofaringe de la orofaringe.
Cualquier alteracién en los reguladores del desarro-
llo de este proceso es capaz de producir un paladar
fisurado (4). En las dltimas décadas se han empleado
biomodelos para el estudio de la palatogénesis. Por
esta razén, es importante conocer cémo es el pro-
ceso de elevacién del paladar en el embrién de ratén
y de rata (5-8). En el embrién del ratén, el proceso
de formacién del paladar se da entre los dias 12 y 15
de desarrollo, y en la rata se estima que la elevacion
de los procesos palatinos laterales ocurre aproxima-
damente entre el dia 16 y el 17,5 (9-12). Esta fusién
transcurre en un corto tiempo, en el cual el epitelio
del borde medial de las crestas se interrumpe para

dar continuidad al mesénquima. La fusién completa
del paladar secundario requiere que desaparezca el
epitelio de la linea media (también llamado epitelio
del borde medial), el cual, como han propuesto varios
autores, puede experimentar apoptosis, transforma-
cién epitelio-mesenquimal o migracién de las células
epiteliales hacia la cavidad oral y nasal (2,3).

Se han propuesto varias teorias sobre la elevacién
y fusion del paladar. Algunas de ellas estan relacio-
nadas con el mecanismo de elevacion de las crestas
palatinas en las cuales se establecen factores extrin-
secos. Se pueden mencionar el descenso de la lengua
(10,13-15), el levantamiento de la cabeza del pecho
que le permite a la lengua caer como resultado de la
contraccion de los musculos del cuello y el crecimiento
en longitud de las vértebras cervicales (16,17). También
se han descrito factores intrinsecos que se dan por
la interaccién de los componentes bésicos de células
mesenquimales, la matriz extracelular y el epitelio del
borde medial. Entre estos factores se encuentra el
acortamiento de las fibras elasticas (16,18), la con-
traccion del colageno sintetizado (19,20) y, por hidra-
tacion, la expansién funcional de las matrices (21,22).

La evidencia sobre la reorientacién de las crestas
palatinas muestra que su expansién es modulada
por diferentes componentes de la matriz extracelu-
lar, como colageno (tipos |, Il y ll), acido hialurénico
y fibronectina, los cuales varian en relacién con su
composiciéon durante el proceso y se asocian con
cambios en su morfologia. El colageno lll y la fibro-
nectina desaparecen en porciones de regiones del
mesénquima medial y central y el &cido hialurénico
se convierte en el componente principal de la matriz
extracelular (MEC) en estas regiones. Estos cambios se
pueden relacionar con una disminucién de la sintesis
o un aumento de la degradacion de la matriz (23,24).
El mantenimiento y la degradacién de esta MEC son
mediados en parte por metaloproteinasas de matriz
(MMP) y sus inhibidores endégenos (TIMP) (25).

Metaloproteinasas y su funcién en el
desarrollo palatino

El remodelado de la matriz extracelular es un evento
importante en diversos procesos biolégicos, como la
migracion, la proliferacién y la diferenciacién celular,
ademas de las interacciones célula-célula y la muerte
celular (26). Las proteinasas que degradan la MEC
cumplen un papel importante en el remodelado del
tejido. Entre estas se encuentran las MMP, una familia
de proteinasas secretadas como proenzimas o zimé-
geno inactivo (27,28).



La actividad proteolitica de las MMP es adquirida por
la activacién del zimégeno y finamente regulada por
los TIMP (29). Estos dltimos son proteinas de 20 a 30
kDa que interaccionan de manera directa con las MMP
al unirse a su sitio activo por medio de un pequefio
nimero de aminoécidos. Un desequilibrio entre la
funcién de las MMP y su regulacién por los TIMP puede
llevar a condiciones patolégicas como destruccién
tisular (artritis, cancer o enfermedad periodontal) (26).

Las MMP se pueden clasificar teniendo en cuenta la
especificidad del sustrato, la similitud de la secuencia
y la organizacién del dominio. El primer grupo, las
colagenasas intersticiales, degrada colageno tipos |,
II'y lll. A este grupo pertenecen las MMP-1, -8 y -13.
El segundo grupo son las gelatinasas que degradan
gelatinas, coldgenos no fibrilares IV, V y VII, fibronec-
tina, laminina y elastina. Se incluyen en ese grupo la
MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9 (gelatinasa B) (30).
El tercer grupo son las estromelisinas que degradan
tipos variables de componentes de la MEC. Entre ellas
se encuentran: fibronectina, laminina, proteoglicanos
y colagenos no fibrilares IV, V, IX, y X. Incluyen también
laMMP-3,-10y -11, el grupo de matrilisinas que carece
del dominio de hemopexina y al cual pertenecen la
MMP-7 y -26 (31,32).

Por otro lado, se encuentran las MMP asociadas a
membrana o MT-MMP que tienen una funcién impor-
tante en la activacién de progelatinasas como resul-
tado de la degradacién de gran cantidad de compo-
nentes de la MEC. Por ltimo, existen otras MMP que
no han sido clasificadas en ninguna de las categorias
anteriores. Comprenden las MMP-12, -19 y -20 (33).

En el grupo de proteasas de matriz extracelular se
encuentra una nueva familia que ha sido hallada
en mamiferos e invertebrados. Es una desintegrina
y metaloproteasa con motivos de trombospondina
(ADAMTS) (34).

Cuatro clases de inhibidores de las MMP estan pre-
sentes en los espacios extracelulares y en los fluidos
corporales. Actualmente, estan descritos cuatro TIMP:
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. Estos poseen la ca-
pacidad de inhibir todas las MMP, entre los cuales
TIMP-1 es el preferente inhibidor de MMP-9 y TIMP-2
lo es de MMP-2. Los TIMP se encuentran ampliamente
expresados en todos los tejidos y se regulan en su
mayoria de manera conjunta con las MMP (35).

En las dltimas décadas se han realizado estudios que
evidencian la participacién de MMP y TIMP en el desa-

rrollo del paladar. Estas investigaciones incluyen estu-
dios en humanos y en murinos (ratas y ratones). Por tal
motivo, se considerd necesario conocer cuales son los
moduladores de matriz que intervienen en el desarrollo
del paladar. Se plantea qué cambios en la expresion
de estos moduladores podrian generar alteraciones en
la morfogénesis craneofacial, como ocurre en el caso
del labio y paladar fisurado. El objetivo de esta revi-
sion fue clasificar los estudios sobre la palatogénesis
que involucraran la participacion de MMP y TIMP, y su
relacién con patologias como labio y paladar fisurado
no sindrémico, a través de una revisién sistematica.

MATERIALES Y METODOS

La revisién sistematica fue llevada a cabo siguiendo
las recomendaciones del Manual Cochrane de revi-
sién de intervenciones 5.1.0 (http://www.cochrane.es).
Se realizé una bUsqueda computarizada en diferentes
bases de datos (PubMed, EMBASE, Web of Science
y Cochrane) hasta mayo del 2014, con los términos
booleanos paladar (palate), desarrollo (development),
palatogenesis (palatogénesis), metaloproteinasas de
matriz (matrix metalloproteinases [MMP]), inhibidores
enddgenos (tissue inhibitors of metalloproteinases
[TIMP]), matriz extracelular (extracelular matrix) y labio
y paladar fisurado (cleft lip and palate). La estrategia de
busqueda de informacién se muestra en el anexo y el
flujograma de manejo de los articulos encontrados se
describe en la figura 1. Los estudios in vivo se evalua-
ron por medio de los siguientes criterios: no limitacién
de idioma, fuente de datos primaria, especies usadas
(humanos, ratas, ratones, conejos, perros, gatos o mo-
nos), tamafio de la muestra, tipo de muestra, técnica
de evaluacién usada, datos de la metaloproteinasa. Se
eliminaron articulos de revisién, articulos de estudios
in vitro y articulos repetidos en las bases de datos.

FIGURA 1
SELECCION DE LOS ARTICULOS

Busqueda Primaria |

Cochrane
0 articulos

Aplicacidne criterios de inclusiény exclusion |
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Pubmed Embase
6 articulos 15 articulos

| Web of Science
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31 Articulos 50 articulos
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RESULTADOS

En el periodo de bisqueda desde 1996 hasta el 2014,
se identificé un total de 114 articulos, de los cuales
se seleccionaron 17 que cumplieron con los criterios
de inclusion. Se descartaron las revisiones de tema y
aquellos que no cumplieran con las especificaciones
necesarias para responder con el objetivo de la revi-
sién. De las referencias seleccionadas se obtuvieron
11 de estudios que involucraban modelos animales
(ratas y ratones) y 6 realizados en humanos. Los re-
sultados de la revision de la literatura especializada
se presentan en la anexo.

DISCUSION

Estudios en animales

Los estudios en murinos han determinado la presen-
cia MMP y sus inhibidores en el desarrollo palatino.
En relacién con el grupo de las gelatinasas (MMP-2 y
MMP-9), colagenasas (MMP-13) y estromelinas (MMP-
3), autores como lamaroon y colaboradores (36), Mo-
rris y colaboradores (23,24), Mansell y colaboradores
(25), Blavier y colaboradores (37), Brown y colabora-
dores (38), de Oliveira y colaboradores (39), Gkantidis
y colaboradores (40) e Hirata y colaboradores (41) han
demostrado, al usar diferentes técnicas de laborato-
rio, su implicacién en la palatogénesis en el ratén. Los
primeros estudios en paladar empezaron por detectar
la presencia de gelatinasas y estromelisinas.

Desde 1996, lamaroon y colaboradores (36) determi-
naron la presencia de MMP-2 por zimografia en gel e
inmunohistoquimica en estadios tempranos. Morris y
colaboradores (23,24), en estadios posteriores (E12,
E13 y E14), describieron la distribucién temporoespa-
cial de MMP-2, MMP-3, MMP-9 y MMP-13 en las crestas
palatinas durante el curso de la palatogénesis in vivo
en el ratén. Los resultados indicaron estas MMP y las
TIMP-1 y -2 estaban presentes en el mesénquima pa-
latino 30 horas antes de la reorientacién y cierre y su
expresion aumentaba en el remodelado de las crestas,
en el cierre y la fusién. Estos resultados son similares
a los hallados en el 2000 por Mansell y colaboradores
(25), quienes encontraron que hay expresién de MMP-
2, MMP3, TIMP-1 y -2 en el paladar de ratas Wistar en
estadios E15, E16 y E17. Concluyeron que las cantida-
des de TIMP-1, -2 y MMP-3 se mantenian constantes
de E15 a E17; mientras que las de MMP-2 mostraron
una elevacion significativa de E15 a E17, momento
critico para la elevacién y fusién del paladar en ratas.
De Oliveira y colaboradores (39) e Hirata y colabora-
dores (41) confirmaron la presencia de MMP-2 -9y -3

durante el desarrollo palatino en ratones en estadios
E13, E14,5 y E15 en el mesénquima y el epitelio del
borde medial.

Con relacién al grupo de las colagenasas, se ha de-
tectado la expresion de MMP-13. Blavier y colabora-
dores (37) realizaron estudios del paladar de ratén en
E14,5y por técnicas de hibridacién in situ concluyeron
que la MMP-13 y la TIMP2 se expresan en el epitelio
del borde medial (EBM). Sus resultados indican que
la MMP-13 se distribuye tanto en el EBM como en el
mesénquima adyacente; mientras que la MMP-2 se
encontro en las células mesenquimales alrededor del
EBM. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por
Gkantidis y colaboradores (40) quienes, a través de la
misma técnica de hibridacién in situ, determinaron la
presencia de MMP-13 en la linea media del paladar,
que coincide con el EBM en el momento de la fusién
del paladar y la presencia de MMP-2, la cual estaba
distribuida enla regién nasaly palatina. Ademas, estos
autores emplearon una técnica de zimografia in situ
en el estadio E14,5 en el ratén y concluyeron que en
la zona de los pliegues epiteliales laterales hay una
fuerte actividad gelatinolitica, generada como conse-
cuencia de la elevacién del paladar.

Con respecto a la inhibicién de las MMP, Brown y co-
laboradores (38) estudiaron en cultivos de paladares
enteros el efecto de un inhibidor sintético de las MMP
(BB-3103) sobre la actividad de MMP-2. Estos autores
encontraron que en concentraciones de 20 pM del
inhibidor no ocurre la fusién del paladar y no detecta-
ron actividad de MMP-2. Blavier y colaboradores (37)
hallaron el mismo efecto del inhibidor sintético pero
en menores concentraciones de 1 uM a 10 pM.

Sobre otros tipos de metaloproteinasas estudiadas
en el paladar, se hallaron los estudios publicados en
el 2010 por Brown y Nazarali (42) y por Enomoto y
colaboradores (43). Los primeros revelaron el papel
de la MMP-25 (metaloproteinasa de membrana). Di-
chos autores concluyen que esta metaloproteinasa se
encuentra en todos los estadios de desarrollo del pa-
ladar secundario en ratén, con una mayor expresion
en el estadio E13,5, y se localiza en el epitelio apical
de las crestas palatinas y en el mesénquima adyacen-
te a estas. Por otro lado, Enomoto y colaboradores
(43) estudiaron dos metaloproteinasas de la familia
ADAMTS, Adamts20 y Adamts9, en la palatogénesis.
Los hallazgos sugieren que Adamts20 se expresa en
el mesénquima palatino; mientras que Adamts9 se
expresa exclusivamente en el endotelio microvascular
del paladar.



Estudios en humanos

Sobre las MMP y TIMP involucradas en el desarrollo
palatino humano, los estudios son escasos. Estos se
centran en polimorfismos en diferentes genes pro-
motores para metaloproteinasas y la probabilidad de
que estas alteraciones puedan llevar a una falla en
la fusién o en la aparicién de labio y paladar fisurado
no sindrémico.

Blanton y colaboradores (44) evidenciaron una aso-
ciacién entre los individuos con labio y paladar fisu-
rado no sindrémico y translocaciones en los genes de
cromosomas ubicados en 10p13, 16p13,3 (MMP25).
Estos resultados sefialan la importancia de la MMP-25
en el desarrollo palatino, tal como se demostré en
el estudio con modelo animal publicado por Brown y
colaboradores, en el 2010 (42).

En el 2007, Letra y colaboradores (45) reportaron los
polimorfismos en el gen promotor de MMP-9 y su aso-
ciacién con el labio y paladar fisurado no sindrémico,
sin encontrar evidencia de la asociacién fenotipica.
Estos resultados difieren con los encontrados en el
modelo animal reportados por Morris (23,24), Brown y
colaboradores (38), de Oliveira y colaboradores (39),
Gkantidis y colaboradores (40) y Hirata y colabora-
dores (41), quienes demostraron la participacién de
MMP-9 en el desarrollo palatino.

En otro estudio publicado en el 2007, Letra y cola-
boradores (46) determinaron los polimorfismos en
genes promotores de MMP-1 y MMP-3 asociados con
el labio y paladar fisurado no sindrémico. Encontra-
ron una asociacioén entre el polimorfismo en el gen de
MMP-3 y el labio y paladar fisurado. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Morris y colabo-
radores (23,24), Mansel y colaboradores (25), Brown
y colaboradores (38), de Oliveira y colaboradores
(39) e Hirata y colaboradores (41), en los cuales se
muestra la expresion de MMP-3 en la palatogénesis
del ratén y su importancia para la degradacién del
EBM. La no participacién de MMP-1 puede deberse a
que, de acuerdo con los estudios previos, no se ha
reportado la expresion de MMP-1 en la palatogénesis
y su inclusién en el estudio fue debida a que su loca-
lizado adyacente al gen de MMP-3 en el cromosoma
11q22,3.

Estos hallazgos fueron corroborados nuevamente en
el 2012 por Letra y colaboradores (47), quienes al
investigar la asociacion de 14 polimorfismos en genes
de MMP y TIMP en 494 individuos con fisuras orales
y 413 individuos de grupo control, identificaron una

asociacioén significativa con polimorfismos en MMP-3
y TIMP-2, lo que sugiere que pueden contribuir con
un fenotipo de fisura. Estos Ultimos estudios realiza-
dos en humanos reafirman lo encontrado por Morris
(23,24), Blavier y colaboradores (37) y Brown y cola-
boradores (38) en biomodelos murinos, y los hallados
por Bueno y colaboradores (48) en cultivo de células
madre de pulpa dental de pacientes con labio y pala-
dar fisurado, los cuales detectaron diferentes genes
involucrados con los mecanismos de remodelacién de
MEC y transformacion epitelio-mesenquimal del pala-
dar, donde hallaron una relacién con la disminucién
de MMP-3.

Por @ltimo, en el 2013, Smane y colaboradores (49)
tomaron muestras de tejidos blandos de 30 pacien-
tes, 19 con labio y paladar fisurado sometidos a
cirugfas correctivas y 11 como grupo control. Las
muestras se procesaron para inmunohistoquimica de
MMP-2, TIMP-2 y técnica de TUNEL para determinar la
apoptosis. Los resultados sugieren que hubo un ma-
yor nimero de células epiteliales positivas a TUNEL
en el grupo control en comparacién con el grupo con
labio y paladar fisurado. Estos eventos sugieren una
asociacion con una disminucién en la muerte celu-
lar programada en las células del EBM. Ademas, se
observé una expresién menor de TIMP-2 en el grupo
control al ser comparado con el grupo con labio y
paladar fisurado. Estos resultados confirman lo en-
contrado por Letra y colaboradores (47) con relacién
a una asociacién entre el gen de TIMP-2 y la poblacién
con fisuras orales.

CONCLUSION

En sintesis, los resultados de esta revisiéon contribuyen
a confirmar la importancia de las metaloproteinasas
de matriz y sus inhibidores en el desarrollo del pala-
dar. Ello ha sido evidente en modelos animales y en
estudios en seres humanos. Los estudios en ratones
demuestran la participaciéon de MMP-2, MMP-9, MMP-
3, MMP-13 y MMP-25, ADAMTS9, ADAMTS20 y TIMP-1,
-2, -3 en diferentes estadios trascendentales para la
formacién del paladar. Sin embargo, los estudios en
seres humanos son escasos y solo se han relacionado
los polimorfismos en MMP-3, MMP-25 y TIMP-2 con
la presencia de fisuras oropalatinas no sindréomicas.
Los futuros estudios deben encaminarse a identificar
la asociacién de otras MMPy TIMP y su relacién con
diversas patologias craneofaciales, con el fin de en-
tender més a fondo su mecanismo de accién y funcién
en la morfogénesis craneofacial.
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ANEXO

ESTUDIOS SOBRE LOS METODOS EMPLEADOS PARA DETECTAR LA EXPRESION DE MMP Y TIMP EN EL PALADAR

Aut~ores Objetivo MMP y . Técnica de
y afo de . TIMP Especie . Resultados
. . del estudio . laboratorio
publicacion estudiada
lamaroon y Observar la pre- MMP-2 Ratones CD1  Zimografia en La MMP-2 se ex-
colaboradores, sencia de enzimas estadios E10  gelatina y por in- presé en regiones
1992 (36) involucradas en la y E11 munofluorescencia  periféricas de las
degradacién de la indirecta y directa ~ prominencias nasales
matriz extracelular con microscopia y faciales, mandi-
durante la morfogé- convencional bula, segundo arco
nesis craneofacial branquial, y la cara
alrededor del ojo en
desarrollo
Morris y co- Determinar si las MMP-2, 3,  Ratones CD1  Zimografia en gel,  Las MMP y TIMP
laboradores, MMPy TIMP sonre- 7,9y 13 estadios E12, con o sin inhibido-  estudiados estan
1999 (23) gulados temporoes- E13yEl4 res, Western Blot presentes en el curso
pacialmente durante TIMP 1y 2 de remodelado de las
la morfogénesis del crestas palatinos y su
paladar murino expresion es regulada
en el tiempo
Morris y co- Examinar la dis- MMP-2, 3,  Ratones CD1 Inmunofluorescen-  Distribucién de MMP
laboradores, tribucién tempo- 9, 13 estadios E12, cia y TIMP en regio-
2000 (24) roespacial de las E13yEl4 nes especificas del
MMPy TIMP enlas  TIMP-1, 2, 3 mesénquima palatino
crestas palatinas y la membrana basal
y determinar los epitelial.
cambios especificos
que ocurren en su
distribucién
Mansell y Estudiar la compo-  MMP-2, 3 Rata Wistar Cuantificacion de Los niveles de TIMP-
colaboradores, sicién y metabolis- en estadios colageno por andli- 1y 2y MMP-3se
2000 (25) mo del colagenoen TIMP-1,2  EI15,El6y sis de flujo conti- mantuvieron cons-
la formacién del pa- E17.Y post- nuo, cromatografia tantes en E15 a E17.
ladar y su relacién natales de 5 liquida de alta Los niveles de MMP-2
con la expresion de dias presion, cultivos in mostraron una eleva-

MMP y TIMP

vitro de paladar,
zimografia en gel,
zimografia reversa y
ensayo de sustrato
fluorogénico

cién significativa de la
E15aEl7



Aut~ores Objetivo MMP y . Técnica de
y afio de . TIMP Especie . Resultados
. ., del estudio . laboratorio
publicacion estudiada
Blavier y Proveer evidencia MMP-2, 13, Ratones Histologia por H-E, MT1-MMP y el TIMP-2
colaboradores, que las MMP son MT1-MMP  silvestres y hibridacién in situ,  altamente expresadas
2001 (37) requeridas para la mutantes cultivo de 6rga- en el EBM. La MMP-
fusién completa del  TIMP-2 para TGF-B3  nos, ensayos de 13 se expresé en el
paladar y su expre- estadio E14.5 Northern y Western mesénquima y el EBM,
sién esta controlada Blot MMP-2 en las célu-
por TGF-B3 las mesenquimales
adyacentes al EBM.
El mutante TGF-B3
con paladar secun-
dario fisurado mostré
ausencia completa de
TIMP-2 en linea media
y expreso niveles mas
bajos de MMP-13 y
niveles mas reducidos
de MMP-2
Brown y co- Examinar el rol po- MMP-2,-3  Ratones CD1  Cultivos de palada- La MMP-3 estd invo-
laboradores, tencial de las MMP en estadios res con un inhibidor lucrada enla TEMy
2002 (38) en el desarrollo del E13-15 de la palatogé- su persistencia puede
paladar de ratén nesis en el ratén explicar porque el pa-
(BB3103), histolo- ladar esta fusionado
gia, zimografia en
gel e inmunohisto-
quimica
Blanton y Determinar las MMP-1,2, 65 familias Genotipado por los  Sélo se hall6 asocia-
colaboradores, regiones de trans- 3,7,8,10, mutltiples con programas ABI cién de la MMP-25 y
2004 (44) locacién cromosé- 12, 13,15 labio y pala-  Genescany Geno- la presencia de labio
mica asociada con 20,23, 25, dar fisurado  typer y paladar fisurado no
labio y paladar no no sindrémico sindrémico
sindrémico, y genes (206 no afec-
de MMP tados y 179
afectados)
Letra y co- Evaluar si una dis-  MMP-9 Humanos no  PCR-RFLP y electro- No hay asociacién
laboradores, minucién de los ni- sindrémicos  foresis en gel genotipica en ninguno
2007 (45) veles de MMP puede de labio y pa- de estos grupos
llevar a una falla en ladar fisurado
la fusién y al labio (n=125¢e

fisurado y labio y
paladar fisurado

individuos sa-
nos (control)
(n=173)

N
~

Univ Odontol. 2014 Jul-Dic; 33(71): 19-28. ISSN 0120-4319

Metaloproteinasas y palatogénesis



N
5]

Cuellar E, Ortiz MA, Flérez JV

Univ Odontol. 2014 Jul-Dic; 33(71): 19-28. ISSN 0120-4319

Aut~ores Objetivo MMP y . Técnica de
y afio de . TIMP Especie . Resultados
. L, del estudio . laboratorio
publicacion estudiada
Letra y co- Determinar si los MMP-1, 3 Humanos no  PCR-RFLP con Se encontraron dife-
laboradores, polimorfismos en sindrémicos  imprimadores alelo rencias significativas
2007 (46) los genes promoto- de labio y pa- especificos (MMP3  para MMP-3 en las
res MMP se asocian ladar fisurado = 333) polimorfis-  frecuencias alélicas
con labio y paladar (n=170) e mos de longitud con fenotipicas. Hay
fisurado individuos sa- de fragmentos de una asociacion entre
nos (control)  restricciéon (MMP-1, el polimorfismo del
(n = 225) n = 395) gen de MMP-3 y el la-
bio y paladar fisurado
Brown y co- Determinar la ex- MMP-25 Rata Wistar PCR en tiempo Los mARN de la
laboradores, presiéon de MMP-25 E-12.5-15.5 real cuantitativo, MMP-25 y la proteina
2010 (42) en el desarrollo del hibridacién in situ,  son encontrados en
paladar secundario analisis Western todos los estadios
en ratéon Blot e inmunohisto- de desarrollo de
quimica paladar secundario
en ratén, con la mas
alta expresion en el
diaE 13,5
Enomoto y Obtener evidencia ~ ADAMTS9,  Se utilizaron  Analisis por mi- ADAMTS20 se expresa
colaboradores, genética de ADA- 20 varias cepas  crotomografia com- en el mesénquima
2010 (43) MTS en el cierre del de ratones putarizada, micros- palatino y ADAMTS9
paladar secundario knockout copfa electrénica de se expresa en el
Adamt9lacz7+ barrido, histologia, endotelio microvas-
, btbei, inmunohistoqui- cular del paladar. El
Vcanhdf, y mica, histoquimica  mesénquima de las
alelos nulos  con B-galactosidasa crestas palatinas
de Adamts4, e hibridacion in situ, de ADAMTS20 tuvo
Adamts5 en  y cultivo de paladar una reduccién en la
estadios E7,5, proliferacién celular,
E13,5y E14,5 una menor densidad
celular y una dismi-
nucién del versicano,
del proteoglicano de
la MEC
de Oliveiray Describir la parti- MMP-2, 3,9 Ratones Hibridacion in situ,  Los resultados sugie-
colaboradores, cipacién de RECK suizos (Mus PCR en tiempo real, ren la participacién

2010 (39)

otras MMP durante
el desarrollo del
paladar

musculus) en
estadios E13,
E14,E145y
E15

inmunohistoqui-
mica, zimografia
en gel

del gen RECK en la
modulacién de MMP2
y MMP9, en la palato-
génesis



Aut~ores Objetivo MMP y . Técnica de
y afio de . TIMP Especie . Resultados
. ., del estudio . laboratorio
publicacion estudiada
Bueno y co- Comparar el trans-  MMP-1, 3 Individuos con Microarray por Las células madre
laboradores, criptoma de cultivos labio y pala-  PCR en tiempo real dentales de pulpa de
2011 (48) de células madre dar fisurado  cuantitativa, cultivo pacientes con labio y
dentales de pulpa no sindrémico de células madre de paladar fisurado no
de pacientes con (n=6)ycon- pulpa dentales sindrémico exhiben
labio y paladar fisu- troles (n = 6) firmas de expresién
rado no sindrémico genética de genes
con los controles involucrados con me-
canismos de remo-
delacién del paladar
y procesos de TEM
que difieren de los
encontrados por los
controles
Ckantidis y Determinar el pa- MMP-2,9, Ratones cepa Zimografia in situ, ~ Los mRNA de MMP-2
colaboradores, trén de expresiéon de 13, 14 C57BL/6y inmunofluorescen-  y14 pero no la MMP-9
2012 (40) MMP en la palato- embriones cia e hibridacién y 13 fueron expresa-
génesis del ratén Bmp7 con in situ dos en el mesénqui-
alelo nulo ma alrededor de los
en estadios pliegues epiteliales de
E13.5-E14.5- las crestas palati-
E15.5 nas elevadas. Débil
actividad gelatinoli-
tica en la linea media
del paladar E14.5 que
aumenté durante la
fusién en E15,5
Letra y co- Comprobar la aso-  MMP-3 Individuos PCR en tiempo real Los polimorfismos en
laboradores,  ciacién de 14 genes con labio y MMP-3 y en TIMP-2
2012 (47) de MMP y TIMP TIMP-2 paladar fisu- mostraron una aso-
como candidatos rado (n = 494) ciacion significativa
para la aparicién de e individuos con todos los tipos
fisuras orales control (n = de fisura y los analisis
413) de interaccion entre

gen-gen sugieren que
en MMP3 y TIMP2
pueden contribuir
interactivamente para
el desarrollo de un
fenotipo de fisura
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Aut~ores Objetivo MMP y . Técnica de
y afio de . TIMP Especie . Resultados
. L, del estudio . laboratorio
publicacion estudiada
Smane y Detectar la apari- MMP-2 Pacientes con Inmunohistoquimica Las células del tejido
colaboradores, cién y distribucién labio y pala- y el método TUNEL conectivo positivas
2013 (49) de proteinas de TIMP-2 dar fisurado para TIMP-2 incre-
sefializacién espe- (hn=19y mentaron en la ldmina
cifica y apoptosis controles (n propia de la mucosa
en el tejido facial =11) oral probando que la
de nifios con fisura diminucién local de la
de labio y paladar apoptosis en pacien-
bilateral completa tes de labio y paladar
(CBCLP) fisurado. La expresion
prominente de MMP-2
en las fisuras afectd
los tejidos blandos
indicando un posible
incremento del remo-
delamiento tisular
Hirata y co- Evaluar la distribu- MMP-2, 3,9 Ratones Histologia conven-  La distribucién de
laboradores, cién de heparanasa C57BL/6 cional e inmunohis- heparanasa esta
2013 (41) en los paladares de en estadios toquimica e inmu-  presente en las
ratén en desarrollo E13.5,E145y nofluorescencia células epiteliales de
E15.5 las crestas palatinas

elevadas y media

la degradacion de
MEC de las crestas
palatinas. Se observé
distribuciéon de MMP-
2,-9 y-3 en el paladar
embrionario en el EBM

EBM: epitelio del borde medial; TEM: transformacion epitelio-mesénquima; PCR-RFLP: por sus siglas en inglés: Restriction Fragment Site

Polymorphism.



