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RESUMEN

MVZ. PINEDA BOLIVAR FRED, ACTIVIDAD DE LAS
METALOPROTEASAS MMP-2 Y MMP-9 EN LA PELICULA
LAGRIMAL CORNEAL EN PERROS SANOS Y PERROS
AFECTADOS CON PROCESOS INFLAMATORIOS E INFECCIOSOS
DE LA SUPERFICIE ANTERIOR DEL GLOBO OCULAR. Las
afecciones que normalmente afectan la superficie anterior de globo ocular, sin
importar si son de naturaleza infecciosa o no, conllevan a una secuencia de
eventos que pueden actuar sobre el tejido de manera similar, teniendo como
resultado en la perforacién ocular y la perdida de la visién. El mantenimiento
de la transparencia corneal, depende altamente de la integridad de las
orotefnas cornéales, vy de las protefnas que forman la matriz extracelular
(MEC). Las proteasas normalmente estdn presentes en Ia cornea, su actividad
regula la renovacién constante de las proteinas, mediante su tiberacién bajo
ciertas condiciones patologicas. En esta investigacion se demostrd la actividad
incrementada de las Metaloproteasas (MMP), en la ligrima de perros
afectados con procesos inflamatorios e infecciosos de 1a superficie anterior del
globo ocular, mediante ¢l uso de zimograffas, técnica que emplea la
clectroforesis en gel de dodesil sulfato de sodio (DSS), en condiciones
desnaturalizantes. Mediante esta técnica, se observé que la actividad
enzimética en las muestras de ligrima de los pacientes afectados, fue
visiblemente mavor, con lo cual estadisticamente, mediante la prueba de
exactitud de Tisher, el rtesultado de la investigacién fue altamente
significativa. Los hallazgos obtenidos son similares a los obtenidos en trabajos
realizados en otras especies, logrando esto una base para realizar
investigaciones postetiores, que podrian incluir al humano.

Palabras clave: Metaloproteasas, dodesil sulfato de sodio, proicasas,
zimografia.



ABSTRACT:

DVM. PINEDA FRED. ACTIVITY OF METALLOPROTEASES MMP-
2 AND MMP-9, IN THE TEAR FILM OF NORMAL DOGS AND DOGS
AFFECTED BY INFLAMATORY OR INFECTIVE PROCESSES ON
THE ANTERIOR SURFICE OF THE OUTER OCULAR GLOBE.
Despite of the nature of the corneal insuit, the sequence of events leading to
ulcer formation in the different infectious or non-infectious conditions are
remarkably similar. The maintenance of corneal transparency is dependent
upon the integrity of corneal proteins, especially the extracellular matrix
proteins. Proteascs are present in the cornea and catalyse the normal turnover
of proteins releasing them under certain pathological conditions. The purposc
of this investigation was to determine by zimography the increasing activity of
metalloproteinases (MMP2  and MMP-9) in lacrimal samples of
ophthalmologicaly affected eyes of dogs with inflammatory or infectious
diseases of the outer surfice of the ocuiar globe, in comparison to healthy and
normal eyes of contrel dogs. Collecting tear samples is not as easy as it
seems especially in eyes affected by KCS. Statistically results were similar
to previously described research carry out in other species.

Key words: Metalloproteinases, proteases, zimography, polyacrilamyde.



INTRODUCCION

Las proteasas sop una serie de enzimas que se ham cvaluado en
diferentes tejidos corporales y hay evidencia que demuestra, que intervienen
de manera radical para mantener un balance enire los procesos de
regeneracién v degeneracién del tejido conectivo. En algunas enfermedades
como la arerioesclerosis, la diabetes mellitus y las diceras cornéales,
especialmente contaminadas, ¢l balance entre los procesos de degeneracion y
regeneracién sc pierde conlievando a una destruccion de tejido. La actividad,
presencia, evaiuacion, medicién de los niveles de las proteasas, especialmente
las metaloproteasas MMP-2 yMMP-9, cs importante, ya que se sabe que
actiian en casi todos los tejidos del cuerpo tanto de los animales como del
humano. Es asi que se cree que al evaluar la forma como actdan y qué puede
causar su incremenio ¢ disminucién, podria servir de apoyo para esiablecer
métodos que sirvan para modificarlas y buscar los elementos necesarios que
contribuyan a predecir el curso que pueden seguir estas sustancias bajo ciertas

condiciones patologicas.

Los procesos inflamatorios e infecciosos de la cornea del perro, se
asocian a miltiples factores predisponentes como: traumatismos, virus
(herpes), resequedad de la superticie corneal {queratitis seca), enfermedades
sistémicas (hipotiroidismo), bacterias (Pseudomona sp) enire otros i, los
cuales asociados 2 factores como la accion de las metaloproteasas (MMP-2 y
MMP-9), pueden originar la perdida dc la transparencia e integridad corpeal,
progresando  incluso hasta una verdadera perforacion ocular con Ia

consecuente perdida de la visidn. Se puede decir, que existen innumerabies
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desordenes que pucden afectar ia cornea, ya que ¢sta posce una estructura
anatémica relativamente sencilla, lo cual itrae como consecuencia una

capacidad limitada de respuesta y por lo tanto mayor vulnerabilidad.

1.1 ANATOMIA DE LA CORNEA

La cornea del perro, cuyas caracieristicas la bacen un tejido altamente
especializado, es ]a porcién més anterior del globo ocular y ocupa una quinta
parte de la tinica fibrosa externa del mismo. Es transparente ya que carece de
vasos sanguineos y de pigmento. La cornea estd constituida por un epitelio
estratificado plano no queratinmizado, que ¢s la capa més externa, unia capa
intermedia o estroma (capa de mayor tamafio v conformado especialmente por
una matriz de coldgeno), una tercera capa eldstica o membrana de descemet y
mas internamente por un endotelio. Este ditimo utiliza una bomba fisiolégica
para remover los Hquidos del interior de la cornea, manteniendo su

transparencia. 1

12 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

Las sustancias que forman parte o integran la matriz extracclular
(MEC), proveen el armazén dentro de los cuales se forman los tejidos. La
cornea del perro estd constituida por una MEC, y especiaimentie por
colageno.2s Bl coligeno es una protefna que se encuentra en gran cantidad en
el estroma corneal, especialmente en forma de fibras, disefladas y arregladas

finamente, que permiten la transparencia, caracteristica primordial de la
1 P I
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cornea. : El coldgeno es una proteina fibrosa, en forma de varilla, sintetizada
por una seric de células especializadas, entre las que s¢ encuentran los
fibroblastos. Es la proteina més abundante de la MEC, v sus caracteristicas
se asocian a una labor de tipo estructural, mas que funcional en los
mamiferos. Esta sustancia se encuenira en cantidades significativas en todos
los tejidos y Grganos, ya que se considera aproximadamente €} 25% del total
de 1a masa de las protefnas corporales, 2 las cuales proporciona un armazén
para su forma y fuerza estructural. 2 3 + Existen aproximadamente 19 tipos
diferentes de coldgeno y algunos de los tipos recientemente descubiertos se
han logrado mediante clonacion y secuenciacion. Cerca de 12 han sido

encontrados en el ojo, la mayoria de estos en la cornea. 7

El epitelio corneal esta copstituido por colageno tipos IV, VIy VII. El
estroma anterior de la cornea por celageno tipos L Iil, V y V1. El estroma
propiamente por coldgeno tipos L, 1, v, VI y X1y la membrana de descemet

por coldgeno tipos I, I, V, VI y VIIL 13 (Fig. 1).

Al igual que el coldgeno, existen OLros componentes de la MEC, que
también son afectados por la accion de las proteasas. Entre ellos se encuentran
algunas sustancias que participas en 1a adhesion intercelular, como es ¢l caso
de los aminoglicanos: fibronectina, laminina e hialuronan, a nivel del epitelio
comeal (Fig. 1), heparan sulfato en la membrana basal o estroma anterior,
condroitin 6 v 4 sulfato, dermatan sulfato en el estroma propiamente dicho y

laminina, fibronectina y heparan sulfato, en la membrana de descemet. 1,1317.22
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COLAGENG
Tipos: IV, VI y ViI
FIBRONECTINA (8

HEPARAN SULFATO
EPTTELIO —

LAMINA BASAL S — PROTEGGLICANOS:
( ———— Keratan sulfate (KS)
o Dermatan snifate/
- Condroitin sulfato (DS/CS}
T
ESTROMA ————
A —
———TT T COLAGENQ
_\____“___:: Tipos: I, B, ¥, VIy X1I
MEMBRANA DE i ﬂ
DESCEMET Tt T COLAGENO
Tigos: E, L V, VIy VIEX
ENDOTELIO TAMININA
FIBRONECTINA

Fis. 1 Anatomia de la cornea del perro doméstico v los tipos de colégeno en
jud gl

SRR

las diferentes capas que la forman. (3).

1.3 PROTEQLISIS DE TEJIDQ CONECTIVO

Diferentes vias de proteolisis son responsables por la degradacidn de 1os
componentes de la MEC. Existen cuairo grupos principales de proteasas
{Cuadro 1), las cuales se han clasificade de acuerdo al amino dcido o grupo
central catalitico de la enzima. Los grupos cisteina proteasas y aspartato
proteasas que actfian intracelularmente y a pH bajo, y las sérina y las

Metaloproteasas, que actiian extracelularmente y a pH neutro. ¢
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Intracelular Extracelular

Aspartato  Cisteina Metalo Serina
Proteasas  proteasas proteasas proteasas
Bajo pH- pH Neutro
Catepsina D Catepsina B Colagenasas Elastasas
Catepsina H MMP-1-8-13 Catepsina G
Catepsina K Estromelisinas ~ Plasmina

Catepsina L. MMP-3-10-11  Activador Plasminogeno
Catepsina S Gelatinasas

MMP-2-9

MMP de membrana

MMP 14-15-16-17

ADAMs.

Cuadro 1. Proteasas que degradan la matriz de tejido conectivo. (13).

Estd establecido que muchas lesiones superficiales que afectan la

cornea, pueden cicatrizar espontdncamente. Sin embargo, se ha observado que
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lesiones especialmente contaminadas con agentes patdgenos como es ¢l caso
de la Pseudomona, dafian ripidamente el tejido corneal y pueden llegar a
perforar la cornea en tan solo 24 horas. Este proceso de deterioro se conoce
como queratomalacia, en donde las principales céiulas mediadoras de la
degeneracién de las capas de la comea, especialmente el epitelio, fa
membrana basal, el estroma y la MEC, son los lencocitos,  algunos
microorganismos v las metaloproteasas derivadas por algunas céiulas

cornéales, las células del estroma y las células de la pelicula precorneal. 78920

Es un hecho que los componentes de la MEC y del estroma corneal se
mantienen en un constante balance entre los procesos de degeneracin y
regeneracién normal del tejido. Es asf de igual manera que en afecciones tales
como la artritis reumatoide, la arterioesclerosis, v la epidermolisis buliosa
resesiva del humano, el control sobre la actividad degenerativa aparentemente
se pierde, lo cual trae como consecuencia la destruccién patologica dei tejido.
En el caso del perro, algunas lesiones inflamatorias ¢ infecciosas de la cornea
son consideradas como un desorden en ¢l mantenimiento del tejido y su
manifestacién fisica se caracieriza por la destruccién tisular proveniente de la
perdida de los componentes estructurales del epitelio, el estroma de la cornea
y de la MEC. Esta sitnacién estd {ntimamente relacionada con la accidn de las
metaloproteasas, de quienes se ha demostrado que al incrementarse colaboran

directamente en los procesos de deterioro del tejido corneal. a0
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1.4 PROTEOLISIS EXTRACELULAR — PROTEASAS NEUTRAS

Las proteasas, son un grupo de enzimas que han sido implicadas en
muchos procesos fisioldgicos y patolégicos que  incluyen el desarrolic
embriolégico, angiogenesis y la cicatrizacién tisular. 11 Esta familia
(existen al menos 17 enzimas distintas) puede colectivamente degradar los
componentes de ia matriz exiracelular. Estas enzimas se pueden clasificar cil
cuatro grupos: las estromelisinas, las colagenasas, las gelatinasas (0
metaloproteasas de la matriz propiamente dichas) y las proteasas asociadas a

la membrana celular (mmT).

La accién incrementada de Ias proteasas en la pelicula lagrimal corneal
ha sido evaluada, v se ha informado que el grupo que involucra a la familia de
las metaloproteasas de Iz matriz (MMP), las cuales son una scrie de enzimas
dependientes del cinc (va que poseen ur dtomo de CInc en su Centro catalitico),
son liberadas como proenzimas inactivas, que requieren de su activacidn para
ejercer su accién degenerativa sobre la MEC, y s¢ ha enconirado que
sustancias tales como la plasmina, mediante el activador del plasminégeno,
desencadenan una serie de eventos que llevan a efecto la accion degradativa

del las metaloproteasas de la MEC. ssasisiem

En forma general, los miembros de la tercer subfamilia, las gelatinasas,
tienen actividad sobre las moléculas del coligeno desnaturalizado y cl
colégeno natural de los tipos IV, V y VIL Dos especies diferentes de

gelatinasas han sido bien caracterizadas. La variedad de menor peso
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molecular; 72 kilodalton (Kda), también conocida como colagenasa tipo IV o
MMP-2, la cual es producida por amplic numero de células y se expresa
particularmente en las células epiteliales alteradas o {ranstoritadas, asi como
por células tumorales. Ademas de la anterior, una nueva forma molecular de
peso cercano a 92 Kda o MMP-9, originalmente reconocida por ser el
producto de leucociios polimorfonucleares, monocitos y macréfagos, también

liamada colagenasa tipo V.

Estudios de secuenciacién han establecido que las dos especies de
gelatinasas son resultado de diferentes genes. s E igualmente ha sido deserito,
que la identificacién y caracterizacién de las gelatinasas de la familia de las
MMP puede ser sintetizada y caracterizada por las células coméales en
6rganos vy tejidos primarios. Las células epiteliales producen
predominantemente la forma de procolagenasa de mayor peso molecular (92
Kda), gue también puede ser estimulada por el cultivo de tejidos o por cultivo
celutar, mientras que la forma de 72 Kda de procolagenasa puede ser extrafda

del estroma sin cultivo.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 SELECCiON DE LOS PACIENTES
Las rnucstras de iagrima de 7 ojos de perros como cantidad total,

fueron recolectadas asépticamente, empleando tubos de microhematocrito, en

cantidad de 15 a 30 microlitros (al).



Las muestras se dividieron en dos grupos, 4 fuercn clasificadas como
patolégicas y 3 provenian de animales sanos o grupo control. Los pacientes
que fueron empleados para la evaluacion de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, se seleccionaron una vez efectuado un examen clinico oftalmoldgico,
partiendo de la evaluacién de sus reflejos oculares, asi como la ebservacién
mediante el oftalmoscépio directo (Wellch allyn 72200), la lémpara de
hendidura (Kowa 2000) y el empleo del oftalmoscSpio indirecto (Keller).
Finalmente a los pacientes afectados y a los ojos del grupo control les fue

tefiida 1a cornea, con tincitn de fluoresceina. 1

Los ¢jemplares seleccionados foeron considerados para el grupo en
investigacién, una vez diagnosticados como afectados por algln proceso
inflamatorio o infeccioso de la superficie anterior del globo ocular. Los signos
gue se tomaron en cuenta para Ilegar a un diagnostico, fueron entre otros;
secrecién ocular serosa, sanguinolenta o purulenta. L.os cambios de coloracion
de las mucosas oculares; enrojecimiento o palidez, especialmente, asi como el
hallazgo de cualquier tipo de lesién que involucrara la arquitectura normal de
ia cornea, (edema, vascularizacion, perdida del epitelio, perdida del estroma,
etc.), teniendo en cuenta enfermedades tales como; diceras superficiales,
tiiceras profundas o del estroma, Glceras coldgeno asociadas, dlceras

indolentes y querato conjuntivitis seca. 112

Los perros seleccionados como grupo control, fueron tomados en

cuenta para el experimento partiendo de la base que eran pacientes sanos v
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que po estaban siendo tratados bajo ninguna circunstancia con medicamentos

que tuvieran algin efecto ocular.

Todos los pacientes eran adulios, mayores de un afio, hasta siete aflos,
teniendo en cuenta que no era posible seleccionar 2 un grupo especifico de
acuerdo a la edad, ya que las patologias no necesariamente se relacionan con
un estado de salud o edad particular del pacienic. Tinalmente, los ojos
empleados como grupe control, s¢ seleccionaron entre aquellos animales que
presentaban abundante produccién de 1lagrima, en condiciones

normales.{cuadro 2)

2.2 RECOLECCION DE MUESTRAS DE LAGRIMA

Las muestras se obtuvieron del fondo de saco palpebral inferior,
teniendo en cuenta no hacer contacto con la conjuntiva o el pérpado,
empleando microtiibos (tubos para muestras de sangre para hematocrito), en
cantidad de 15 a 30 ul. (promedio = 22.5). Posteriormente, 1as muestras s¢
mantuvieron refrigeradas, para luego ser puesias ¢il tubos de Eppendozf y
finalmente marcadas para su procesamiento. Posteriormente se estandatizaron
a un volumen de 7.5 microlitos (ubL), al final se completaron 15 mlL,

agregando solucién amortiguadora conocida SDS 3%.
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Nim Origen Sexo Raza Edad  AfcctadoVolumen  Lesidn |
1 HV.deEsp M Poodle 2 Afios 0.1 25uL Ulcera
13 HV.deEsp H Poodle 2 Afios 01 25uL No
14 HV.deBEsp M Boxer 5 Ados 0.D. 27uL No
] HV.deEsp M Boxer 5 Afios Q.D. 30 ul Ulcera
4
%5 ClinE.V. M Pinsher 1 Afio 0D.20uL _No |
'W  H.V.deEsp M Cocker 4 Afios Ol 20ul Ulcera ¥
i
7 HV. PEsp H  Cocker 3 Afios O.D. 15uL QCs. j
0.1 : Ojo izquierdo
0.D : Ojo derecho

H.V. de Esp: Hospital Veterinario de especialidades

Clin. E.V: Clinica de especialidades veterinarias

QCS: Querato conjuntivitis seca

Cuadro 2: Origen de las muestras de ldgrima para la zimografia.

2.3 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

involucra el uso de un espectrofotdmetro (Beckman-Du-64), que

fin medir concentraciones proteicas en muestras de diferentes

La medicién de la concentracién de proteina, es un procedimiento que

20
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puede ser en esta caso, las muestras de lagrima (cuadro 3). En esta evaluacion
el espectrofotémetro realiza un andlisis colorimétrico con base en un marcador
conocido o blanco, el cual tiene una densidad Optica. La prueba consiste en
hacer diluciones seriadas de una muestra, con el fin de hallar la méxima
concentracién de protefna de dicha muestra. En este caso se empleé un

espectrofotémetro, utilizando las signientes diluciones:

Patrén Agua destilada Colorante Resultado

0 800uL 200ul. 0000

2 798l 200uL 0.27

4 796ul 200ui 0.39 N
6 794uL 200ul 0.51

8 792uL 200uL, 0.55 B

10 790ul. 200uL 0.68

Cuadro 3: Medici6n de concentracién de proteina en muestras de lagrima de

petros sanos y perros afectados per procesos inflamatorios e infecciosos.

Utilizando un medidor (Biorad laboratories — Prot assay), se realizé una

urva de concentracién, para hallar el punto medio de nivel de proteina por
muestra, asf como ¢l volumen equivalente para esa concentracién. Con base
en lo anterior, se establecio , gue la cantidad optima en volumen de muestra
debia ser 2.2 ul.. Las pruebas se efectuaron en dos ensayos, el primero de ellos
tomando las muestras de dos ojos afectados y de dos ojos sanos como control

y en ¢l segundo ensayo, s¢ tomaron dos muestras de lagrima de ojos afectados




y upa muestra de un 0jo $ano como control. En cada ocasion, las pruebas se
cotrieron junto con los pesos moleculares, asi como las proteasas conocidas

(92y 72 kD).

2.4 ELECTROFORESIS

El proceso pot medio del cual se coloca un anfolito (proteina, peptido 0
araincdcido), en una solucién amortiguadora a un pH determinado dentro de
un campo eléctrico, se conoce como electroforesis * Con base en la relacion
entre ¢l pH de Ia solucién amortiguadora y el punto iso-elécirico {pi) de la
molécula, esta se debe mover hacia el citodo (-), hacia el dnodo (+), o

permanecer estacionaria (pH =pl).

¥n la forma mds simple, el aparate para electroforesis consiste en un
tubo en forma de “U” en el que se coloca la solucién de proteina, a la cual se
afiade una solucién amortiguadora, sobre la solucién que contiene la proteina.
El desplazamiento de la protefna se observa con un sistema 6ptico que inide
los cambios en el indice de refraccién de Ia solucion a medida que la proteina
se desplaza hacia el dnodo. La electroforesis ha evolucionado, y emplea
métodos mas perfeccionados en los que se utilizan poliméricos, almidon o
papel como soporte. Los soportcs inertes se saturan com una solucion
amortiguadora, se aplica una muestra de las proteinas a examinar, s¢ establece
una campo eléctrico a través del soporte amortiguado y las proteinas se

desplazan hacia el polo cargado. 23

*(Leammii UK, Nature 227, 683"
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3.4.1 PREPARACION DEL GEL PARA ELECTROFORESIS.

Ingredientes 8%

Agua destilada 3.64 ml
Gelatina Congelada 1% 1.00 ml
Tris HCi 1.5 M Ph: 8.8 2.50 ml
SDS 16% 0.1 ml
Acrilamida BIS 7.5% 2.66 mi
PSA (persulfato de amonio) 10% 0.05 mil
TEMED (N2 I N,N*tctra-methyl-ethylenediamine) .01 ml

2.4.2 PREPARACION DE GEL CONCENTRADOR

Ingredientes 4%

Agua destilada 3.0 mi
Tris 0.5M Ph: 6.8 1.24rl
SDS 10% 0.10ml
Acrilamida BIS (.66ml
PSA 10% 0.02m!
TEMED 0.0imi

2.5 PROCEDIMIENTO
Una vez preparado el gel de electroforesis y previamente a su

solidificacion, fue vertido por encima de este en la camara para electroforesis

el gel concentrador. A este se colocé un peine (peine de plastico), el cual se
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utilizo para formar los pozos en donde se agrego cada una de las muestras

seleccionadas.

Ias pruchas se manejaron colocando siempre muestras de pesos
moleculares conocidos, comoe referencia, con el fin de poder relacionar los
resultados una vez corrida la prueba y ademés se colocaron dos muesiras
correspondienies a los pesos de 92 kd y 72 kd, correspondientes 2 las
metaloproteasas MMP-9 y MMP-2, respectivamente, estos ignalmente como

patrones de referencia.

Ei gel ya preparado con las muestras se sometio a una corriente cléctrica
de aproximadamente 200 voltics, durante una hora. Una vez logrado lo
anterior, se desmonté la cdmara, se extrajo ¢l gel y se agregd solucién Tritén
X — 100 al 2.5%, y durante 20 migutos se puso cn upa cimara de agitacién.
Inmediatamente se exirajo la sustancia, y s¢ agregaron 94 ml de solucién
amortiguadora substrato (Cloruro de sodio + glicina) y 6 ml de cloruro de cinc

(Zncl?2). El gel finalmente se puso a incubar a 37° C durante 24 horas.

Al dfa siguiente, se extrajo la solucién amortiguadora substiato y se
agregh colorante de azal de Coomase (Bio-Rad iaboratories 12-25G), con el
fin de hacer més visibles las lineas de actividad enzimitica en el gel y asi
poder hacer Ja evaluacién con relacién a los pesos moleculares conocidos 0
controles de referencia. Esta fase durd aproximadamente entre 30 minutos y 1
hora, luego se ¢limind el colorante ¥ se agregé solucitén destefiidora, la cual
se dejo alrededor de 30 minutos. Por ultimo, se leyé el resultado sobre una
pantalla resaltadora y finalmente se tomé uaa fotografia que fue impresa en

papel.



La fase experimental de la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, se desarroli6 en diferentes etapas, tomando en cuenta el proceso de
aprendizaje, tanto de la elaboracion de los geles, asi como del montaje de los
mismos en las cimaras para correr las pruebas de electroforesis. Con base en
lc anterior, una vez realizados los primeros ensayos sobre montaje v corrido
de pruebas, se llev6 a efecto el experimenio en dos fases. En la primera
parte, se emplearon dos muestras de pacientes afectados, y dos muestras de
ejemplares sanos como contrel. En la segunda fase, se nusieron a prueba dos

muestras de ojos afectados y una muestra de 0jo sano como control.

3 RESULTADOS

La fase experimental de esta investigacién involucrd siete perros
domésticos, con un mimero igual de ojos empleados para recoleccion de
muestras. Del total de animales empleados, machos (n=5) y hembras (n=2).
Ojos afectados 4/7, ojos normales 3/7. La edad promedio de los animales
empleados fue de 2.5 afios (rango de 1 a 5 afios). Las razas empleadas en este
estudio, incluyeron Béxer (n=2), Cocker Sp (n=2), Poodle miniatura (n=2)y
Pinsher miniatura (n=1). Del total de ojos afectados, se observd, Glcera corneal
(n=3), querato conjuntivitis seca (QCS), (p=1), y ojos normales (n=3). El
nlimero de ojos afectados con tlcera corneal 3/ 4 (75%), sexo de los animales
afectado con tilcera; machos 3/3 (100%), ojo derecho afectado en 1/3 (33.3%),
ojo izquierdo en 2/3 (66.6%). Niimero de ojos con QCS de los afectados 1/ 4
(25%).
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3.1 ZIMOGRAMAS

Las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, presenies en las muestras de
lagrima fueron identificadas por comparacién de su actividad enzimética, asi
como su movilidad a través de geles de gelatina al 1% para zimogramas. is
1os geles fueron preparados en la forma descrita previamente, con el objeto de
evaluar la movilidad v actividad enzimética de las metaloproteasas MMP-2y
MMP-9, tomando como base muestras de enzimas, con pesos moleculares ¥
concentraciones de proteina conocidos. Los estandares se lograron tomando
como base los hallazgos obtenidos de experimentos similares y resultados de
estudios previos. Una vez lievada a cabo la electroforesis, los geles fueron
revelados, tefiidos con colorante de azul de coomase rapido y finalmente
fotografiados sobre una pantalla realzadora, empleando una camara Polarcid

con un filtro amarillo néimero 15, pelicula polaroid a una velocidad de 1/30 de

exposicién. 151 (Fig. 2y 3)
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i 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Zimograma mimero 1 de la actividad de las metaloproteasas
MMP-2 y MMP-9 en la pelicula lagrimal del perro. MMP-2 conocida
{carril 1), muestra J patolégica (carril 3), muestra I patolégica (carril 4),
muestra 14 de ligrima de ojo normal (carril 5), muestra 13 de ldgrima de
ojo normal (carril 6), pesos moleculares conocidos (carril 7), MMP-9
conocida (carril 8). Se aprecia mayor actividad enzimatica en las
muestras de ldgrima patolégicas en comparacién con las muestras

control.
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Figura 3. Zimograma nimerc 2 de la actividad de las metaloproteasas
MMP-2 y MMP-9 en la pelicula lagrimal del perro. Pesos moleculares
(carril 1), MMP-2 conocida (carrif 2}, MMP-9 conocida (carril 3),
muestra 15 de ldgrima de ojo normal {(carril 5), muestra W patolégica
(carril 6), Muestira Z patoldgica (carril 7). Visualmente se aprecia mayor
actividad enzimética en las muestras patolégicas, con una banda de

digestiéon mas notoria y extensa.
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4 ESTADISTICA.

La comparacién de la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, entre las muestras de lagrima de ojos afectados con procesos
inflamatorios ¢ infecciosos de la superficie anterior del globo ocular en
comparacién con muestras de lagrima de ojos no afectados, fue realizada
empleando una prueba de Chi cuadrada y una prueba doble de Fisher. (Cuadro

4),

La evaluacién estadistica mostré un resuitado altamente significativo,

con un fndice de confiabilidad del 95%, (p = 0.0286).

Fo e ———— RS o Fome e +
] | afectados| Sanros | FILAS |
] i Columna 1| Columna 2| Total |
Fmm i ———— e ——— S O e +
| Positivos fila 1 | 4 0} 4

i Porcentaje total | 57.143% | 0.000% | 57.143% |
+ - -— + e S N +
i Negativos fila 2 | o ! 3 | 3
! Porcentaje total | @.000% | 42.857% | 42.857% |
S ——— - S S —— e +
i Columnas total] 4 | 3| T
i Porcentaje total | 57.143% | 42.857% |
S — S S +
| Chi-cuadrado (df=1} | 7.00 | p= .0082 | |
| Prueba de Fisher sencillo | | p= .0286 | !
| doble i | p= .0286 | !
[ e e A e et +

Cpadro 4: Prueba de Fisher y Chi cuadrado en la actividad de las
Metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en muestras de lagrima de perros
sanos y de perros afectados con procesos inflamatorios e infecciosos de la

superficie anterior del globo ocular (Jmp version 3.1.6.2)
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§ DISCUSION Y CONCLUSIONES

La evaluacién de las proteasas en la ldgrima de los perros afectados con
procesos inflamatorios ¢ infecciosos de la superficie anterior del globo ocular,
revierte upa gran importancia, debido a que muchas de las patologias que
afectan al perro, s¢ desarrollan de la misma manera en el humano. Esto, puede
servir de base para la continuacion de experimentos empleanco esas enzirnas,
y tratando de apoyar dichos experimentos con los resultados aqui presentados.
La actividad incrementada de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, fue
visible y cualitativamente demostrada s, como s¢ ha visto en oftras
investigaciones similares. Con base en estos resuitados, puede ser posible
iniciar trabajos mds especificos, apoyados en los existentes con el objeto de
ampliar el campo de accién hacia otro tipo de enzimas que ¢jerzan su accion

sobre la matriz extra celular corneal.

La forma como se recolectaron las muestras, posiblemente requiera una
técnica diferente, va que generalmente los perros estan expucstos a un factor
ambiental que puede ser decisivo para los resultados de este tipo de andlisis,
ya que en muchas ocasiones las muestras pueden estar contaminadas y e€sto a
la vez puede traer como consecuencia resuliados de actividad enzimatica

erraticos. 7

La fase experimental se vio afectada, debido a las condiciones propias
del laboratorio, teniende en cuenta el factor de tiempo disponible para
desarrollar las pruebas, asi como las limitaciones del presupuesto para la
consecucién y manejo de los materiales para preparar el gel para la

electroforesis.
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E] factor humano es importante, teniendo en cuenta que en muchas
ocasiones el personal que labora en un laboratorio de bioquimica, desarrolla ia
habilidad que generalmente up médico veterinario no posee, lo cual tiene un
efecto importante en ¢l desarrollo y la consecucién de resultados que sean
reales v apegados a las condiciones de los pacientes que son considerados

como patolégicos.

Es asf que de igual manera se explica el por qué se utilizé una cantidad
tan pequedia de muestras de ligrima, tanto normales como anormales. Esto
debido a ia poca desireza que se tenfa al principio de ia fase experimenial en
cuanto al manejc tanto de los geles, como de la cantidad de muestra y método
a emplear para el uso de las mismas, lo cual trajo como resultado el que en un
principio se perdiera una gran cantidad de muestras, asi como un gran ninero
de las mismas, montando la técnica y desarrollando la habilidad que se

requiere para poder llevar a efecto el experimento.

Finalmente cstos resultados se pueden considerar como la primera
cxperiencia en el campo de la evaluacién de metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, en el ojo del perro, ya que existen informes de algunos primeros
experimentos realizados en equinos, ratones Ge laboratoric v conejos, ea

donde los resultados obtenidos fueron similares. 7

El resultado se cataloga como cualitativo y no cuantitativo, ya que la
interpretacién de los resultados se hasa en la observacién fisica del

investigador, mas que en el empleo de algiin método desarroilado para tal fin.
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La investigacion muestra claramente que los resultados obtenidos
hacen evidente la hip6tesis verdadera planteada desde st inicio. Se demostr
plenamente, tomando en cuenta que ia actividad de las enzimas MMFP-Z y
MMP-9, fue mayor en las muestras de ldgrima provenientes de ojos afectados
con algiin proceso patolégico. ( tlcera y QCS), lo cual de igual manera fue
evaluado estadisticamente mediante la prucba de exactitud de Figher, asl como
una praeba de Chi cuadrado

De la investigacién realizada se tienen como conclusiones:
1.Se aprendi6 a preparar geles para electroforesis y zimogramas del tipo SDS
y poliacrilamida, toda vez que se realizaron diferentes ensayos, hasta iograr
una experiencia necesaria para finalmente llevar 2 efecto la fase experimental,
con los consecuentes resultados que dieron como valida la hipétesis verdadera

planteada al inicio de la investigacion.

2. Se aprendié a realizar curvas de medicion para niveles de concentracién de
proteina, empleando un espectrofotmetro, 1o cual permitié establecer que
cantidad de muestra debfa emplearse, con miras a obtener una actividad
enzimatica clara y relevante para el proposito de la investigacion, cos base

cbviamente en los resultados arrojados por la misma.

3. El procedimientc que se debe observar para llevar a efecto cada
experimento, hizo necesario aprender el montaje de las camaras que s¢
emplean para electroforesis, asi como los cuidados que se les deben proveer;

lavado, limpieza, mantenimiento, guardado, etc.
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4. Se aprendi6 la manera de obtener y manejar muestras de lagrima para

zimogramas en gel de SDS y Poliacrilamida, desde su recoleccion,

conservacién, medicién de concentracion de proteina, dilusioén con solucion
P [P

amortiguadora, para finalmente ser llevadas a ias cdmaras para electroforesis y

por Gltimo la interpretacion de los resultados.

5. Se praciicaron en fotal 5 emsayos de electroforesis y zimografias,

completos, hasta su interpretacion final.

6. Se prepararon mas de 10 geles para zimografias, del tipo de SDS v
Poliacrilamida, empleando la gelatina como subsirato, en condiciones

desnaturalizatites.

7. Se demosiré la actividad incrementada de las metaloproteasas MMP-Z y
MMP-9, al medir su actividad en geles de poliacrilamida y dodesilsulfato, ¢n

condiciones desnaturalizantes.

6 ANEXQ 1.

ZIMOGRAMAS

Las proteasas presentes en las muestras de lagrima se identifican
comparando su movilidad en geles para zimografia, los cuales emplean la
gelatina como substrato predigerido, con relacion a geles empleados para
muestras como grupo control. Técnicamente, cada muestra es descongelada en

un bufio a 37* grados, vy 15 ul de iz misma son ilevados a un tubo de
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7. Se demosird la actividad incrementada de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, al medir su actividad en geles de poliacrilamida y dodesilsulfato, en

condiciones desnaturalizantes.

6 ANEXO 1.

ZIMOGRAMAS

Las proicasas presentes en las muestras de lagrima se identifican
comparando su movilidad en geles para zimografia, los cuales emplean la
gelatina como substrato predigerido, con relacién a geles empleados para
muestras como grupo control. Técnicamente, cada muestra es descongelada en

un bafio 2 37" grados, ¥ 15 uL de la misma son llevados a un fubo de

33



eppendorf. Cada muestra es posteriormente diluida con solucién
amortignadora SDS tris- glisina. Las muestras diluidas son brevemente
agitadas, centrifugadas por 10 segundos y luego incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Los controles para las metaloproteasas MMP-9 y
MMP-2, se preparan de la misma forma ya descrita. Cada uno de los controles
serd brevemente centrifugado, antes de colocar las cantidades de muestra,
segiin la medicién de la concentracion de protefna, de cada uno de fos tubos de
eppendorf, marcados individualmente y finaimente diluidos con una cantidad
similar de solucién amortiguadora para electroforesis. El procedimiento es el

mismo para cada control.

El gel para zimogramas ¢s lavado, preparade rutinariamente y puesto en
una cdmara para electroforesis mini-celular y lienado con una solucién 1 x
tris- glicina SDS. Posteriormente se pondra un peine de pldstico, para hacer
los pozos donde se colocan las muestras. Al primer pozo se le agregard una
cantidad conocida de marcador Biorad (laboratories), €l segundo y tercer
pozos, serdn llenados con las muestras control. Los pozos restantes serdn
ltenados con las muestras de lagrima que se van a evaluar. La climara es
llenada con solucién amortiguadora, y luego sometida a una corriente de 200
voltios, hasta que el colorante azul de bromofenol alcance el fondo del gel,

aproximadamente una hora.

Una vez realizada la electroforesis, el gel serd cuidadosamente
removido de las cimaras evitando que se rompa o se rasgue. En este punto, las
bandas que se originan de los pozos donde fueron aplicadas las muestras,
seran identificadas. Ocasionalmente serdn marcadas con tinta india para su

mejor visualizacidn. Finaimente los geles serdn enjuagados con agua



desionizada y puestos en un agitador con solucion renaturalizante {ritén X ~
100 al 2.5%, durante 20 a 30 minutos. Posteriormente se incubarén a 37°
centigrados durante 24 horas, en  una solucién reveladora(solucion
amortiguadora para la reaccidn enzimatica) compuesta por 94 m! de cloruro de
calcio y glicina y 6 ml cloruro de Cinc (zncl), luego se extraerd la solucién
reveladora v se agregardn al gel 100 m! de 4cido tricloroacético al 12.5%. El
gel serd incubado por 10 minutos, lavado nuevamente y iefiido con colorante
azul de coomase répido. Al final se agregard, 100 ml de metanol al 7.5% y
solucién para decolorar de dcido acético Al 5%. El gel serd incubado por 12
horas, el colorante serd removido, el gel lavado, vy se agregardn 100 mi de
solucién amortiguadora descolorante, junio con limpiador de Kim, para
eliminar el exceso de colorante. Fl gel se incubard por 10 minutos, la solucién
amortiguadora removida y suficiente agua nanopura se agregard para cubrir el
gel. Al final se tomaran fotografias con una cidmara Polaroid, empleando un

filtrg amarillo.
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