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IRESUMEN

OBJETIVO: Analizar la presencia y actividad de metaloproteinasas (MMPs) en

vitreo de pacientes con agujero macular, MÉTODO: Se analizaron 9 muestras de

vitreo de pacientes con agujero macular de etiología variada, 4 muestras de

vítreoretinopatía proliferativa (VRP) y 9 muestras de vitreo sin patología aparente

a ios cuales se les analizó la concentración proteica, identificación de enzimas

mediante Zimograma y cuantifícación de actividad gelatinolítica RESULTADOS:

Se identificó la presencia de gelatinasa A ( MMP-2) y B ( MMP-9) en todas las

muestras,, La banda de mayor inmunorreactividad fue la MMP-2 Al comparar la

actividad gelatinolítica del vitreo de ojos sanos con el vitreo de agujero macular

idiopático y traumático, así como con los de VRP, se observó una diferencia

estadísticamente significativa entre agujero macular idiopático y VRP (2,7 vs 10.1

respectivamente) p=0,0017, También se observó una diferencia estadísticamente

significativa entre vitreos de agujero macular traumático y vitreo de ojos sanos

(7 5 vs 0,7 respectivamente) p=0,001, El promedio de mayor actividad fue para el

vitreo con VRP y de agujero macular traumático, CONCLUSIONES: Se demostró

la presencia de MMP-2 y MMP-9 en todas !as muestras, No existen diferencias

aparentes en cuanto a la actividad de MMPs entre las muestras de agujero

macular idiopático y miópico vs vitreo sano, Estos resultados sugieren que las

metaloproteinasas no tienen un papel importante en el desarrollo de agujero

macular idiopático
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II.INTRODUCCION:

El agujero macular es una pérdida de continuidad de la retina

neurosensoriaí de forma circular en el centro de la fóvea (1) Su patogénesis se

ha relacionado con traumas, degeneración cistoide, isquemia foveal, alteraciones

en el vitreo y cambios involutivos de la mácula (2,3,4,5,6,7,8)» Sin embargo el

concepto actual más aceptado se basa en la tracción tangencial de! vitreo (9,10)

Según su etiología se clasifica en traumático, miópico e idiopático (1),, En base a

la biomicroscopía se establecen diversos estadios (11), los cuales son

proporcionales a la afección visual, Histopatológicamente se han observado la

presencia de miofíbrillas contráctiles alrededor de los agujeros maculares,

asociado en ocasiones con quistes y membranas epiretinianas, las cuales se

componen de astrocitos fibrosos y células de Müller (12,13), El tratamiento se

indica en pacientes con deterioro importante de la agudeza visual, si el ojo

contralateral tiene mala visión; este tratamiento consiste en vitrectomia con

remoción de la hialoides posterior (14),

La matriz extracelular (MEC) juega un papel importante en el

mantenimiento de la integridad estructural y procesos celulares básicos como

proliferación, diferenciación, migración y adhesión de la retina (15),,

Debido a la existencia de una alteración en la unión vitreoretiniana en el

agujero macular, nos interesa estudiar el comportamiento de las enzimas

degradadoras de MEC, conocidas como metaloproteinasas (MMPs).
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Las MMPs, son un grupo de endopepíidasas dependientes de calcio y zinc

capaces de degradar los componentes de la matriz extracelular (16,17), Teniendo

en cuenta que debe existir un equilibrio en cuanto a su síntesis y degradación para

una correcta función en nuestro organismo La supresión es regulada por

inhibidores endógenos, llamados inhibidores tisulares de las metaloproteinasas

(TIMPs)(17)

Se clasifican las MMPs en 3 subclases principales (18,19):

A-Colagenasas (MMP-1 y MMP-8) que degradan colágena tipo I, II y III

B- Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) que corresponden a las gelatinasas de 72 kDa

y de 92 kDa respectivamente, degradan colágena tipo I, II, III , ÍV, V , Vil y

fibronectin,

C-,EstromaIis¡nas (MMP-3) degradan colágena tipo II, IV y V, proteoglicanos,

caseína, laminin y fibronectin..

La patogénesis de diferentes enfermedades se han relacionado a las MMPs

como en la artritis (20), enfermedades periodontológicas (21), fibrosis pulmonar y

diabetes (22), A nivel ocular se han estudiado en glaucoma (23), en líquidos

subretinianos (LSR) de desprendimientos de retina regmatógeno primario (DRRP)

y vitreoretinopatía proliferativa (VRP), con la presencia de MMP-2 y MMP-9 y un

aumento en la síntesis de colágena en el LSR de VRP (no publicados)

En el vitreo de la VRP la actividad de las MMPs se ha encontrado

disminuida (24,25),,

Otros estudios han comparado la actividad de MMPs en vitreo de diversas

patologías oculares no relacionadas (hemorragia vitrea, agujero macular, VRP y



extracción extracapsular de catarata con ruptura de cápsula posterior)

(20)..Sugiriendo que la presencia de MMPs juegan un papel importante en la

etiología de diversas patologías

III.OBJETIV0

Analizar la presencia y actividad de metalop rote i nasas en el vitreo de

pacientes con agujero macular

IV.MATERIAL Y MÉTODOS:

Mediante un estudio prospectivo, transversal y observacional, se

obtuvieron 9 muestras de vitreo de pacientes vitrectomizados por agujero macular;

éstas se dividieron según su etiología en grupo 1: idiopáticos (n=5), en grupo 2:

miópícos (n=2) y en grupo 3: traumáticos (n=2)

Como estudio comparativo recolectamos muestras de vitreos de pacientes

con VRP avanzada, grupo 4 (n=4) y de cadáver sin patología ocular aparente,

grupo 5 (n=9) Para el análisis estadístico se utilizó la prueba no parametrica de

Mann-Whitney que prueba la hipótesis de que las 2 muestras son de poblaciones

con la misma mediana,

Las muestras de vitreo se refrigeraron a -70° C hasta que fueron

procesadas, el análisis consistió en determinar la concentración proteica, el tipo de

proteína según peso molecular mediante zimogramas y cuantificación de

actividad gelatinolítica
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IV.I Determinación de Concentración Proteica

Se obtuvo la concentración proteica de todas las muestras mediante la

prueba de colorimetría de Bradford (26), la cual emplea como reactivo de color

Azul de Coomasie G-250 disuelto en una mezcla de ácido fosfórico al 50% y

etanol absoluto al 25% Se utiliza una solución patrón de proteínas o albúmina

bovina {Sígma Chem Co,) disuelta en solución amortiguadora Tris 7.8, a una

concentración de 1mg/ml; la curva patrón se

realizó con 0, 20, 40, 60,80 y 100 ug de proteína; se adicionaron 100 ul de la

muestra y se lleva a un volumen final de 800 ul de Tris 7,8, agregándole

posteriormente

5 mi del reactivo de color (Reactivo de Bradford) diluido en agua 1:5 y dejándose

reaccionar por 20 min para luego leer la absorvancia obtenida a 595 nm

IV.II,, Identificación Proteica (Zimograma):

La identificación de las proteínas (enzimas), fueron analizados por medio

de electroforesis vertical en geles discontinuos de acrilamida/bisacrilamida (26),

adicionados con dodecilsulfato de sodio (SDS), empleando geles al 8%,

Los geles eran divididos en 4 carriles, el primero contenía 15 ul de

marcador de alto peso molecular (rango de 14,300 a 200,000), los siguientes 3

carriles contenían 5ug de muestras de vitreos de agujeros maculares (grupos 1 2

y 3 respectivamente).
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Como grupo control se realizaron geles de 4 carriles, en el cual el primero

contenia 15 ul de marcador de alto peso molecular y los otros carriles contenían 5

ug de muestras de agujero macular idiopático (grupo 1), de VRP (grupo 4) y

vitreos de cadáver (grupo 5) respectivamente

La separación electroforética se realizó empleando corriente constante de 20

mAmp/gel con voltaje y wataje variable durante 100 a 110 min,, usando como

conductor de corriente solución de cámara; manteniendo una temperatura a 4°C,

Luego fueron lavados e incubados por 24 horas, posteriormente teñidos con

tinción de Azul de Coomassie Brillante (R250), luego se desteñían para observar

por contraste de tono las bandas proteicas obtenidas y finalmente fotografiados,

!V lll.Actividad Gelatinolítica:

Se utilizaron 4 tubos para cada muestra (tubo 1 y 2 Auto, Tubo 3 y 4 100%),

colocando la cantidad de la muestra de acuerdo a su concentración de proteínas y

en cada tubo se depositaban 20 pl de Tris 7.8 y 20 jil de colágena radioactiva, así

como tris 7,4 con calcio (cantidad variada) únicamente a los tubos que

correspondían al 100% (3y4) se les depositaban 38 mi de EDTA, así como

Coíagenasa se agitó y se puso a incubar a 37 C por 24 hrs, posteriormente se

agreó 30 mi de EDTA a los tubos del Auto (1y2) y 300 mi de D-M a todos los

tubos para dar un total de 450 mi por muestra las cuales nuevamente se agitan y a

4 C por 90 min. y se centrifugó por 10 min en frío, al terminar se toman una



fracción de 50 MI de muestra se agrega líquido de centelleo, se agitó y se llevó a

un contador de centelleo y se realizaron los cálculos para la concentración final

VRESULTADOS:

Desde marzo de 1997 a septiembre de 1998 se estudiaron un total de 22

muestras de vitreo, obtenidas de 13 pacientes y 9 cadáveres, su distribución por

sexo y ojo se presentan en la tabla 1 Participaron 9 masculinos y 13

femeninos, con un rango de edad de 20 a 79, promedio de 50,6 años El tiempo

de evolución del agujero macular varió desde 1 a 6 meses, con promedio 2,4

meses Las muestras de agujero macularse clasificaron en grupo 1: idiopáticos

(n=5), en grupo 2: miópicos (n=2) y en grupo 3: traumáticos (n=2), Como

muestras de control se estudiaron en el grupo 4: vitreo de VRP (n=4) y en el grupo

5: vitreo de cadáver (n=9)

El promedio de la concentración proteica se esquematiza en la tabla 2 y

gráfica 2 La concentración proteica promedio de MMPs en el vitreo de agujeros

maculares (grupo 1,2 y 3) fue de 23 86 ug

En todas las muestras se observó un patrón complejo de gelatinasas

mediante el zimograma, con un rango de 60-115 kDa con la presencia de

gelatinasa A o MMP-2 (de 72kDa) y la gelatinasa B o MMP-9 (de 92kDa) (figura 1

y 2) La banda de mayor inmunoreactividad fue la MMP-2 en todos los grupos sin
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diferencia significativa, La banda de MMP-9 en el grupo de agujeros está ausente

en los de tipo miópico y traumático, En los grupos controles la MMP-9 está

presente en el grupo 4, pero en forma de polímero inactiva de 95kDa, y en el

grupo 5 está ausente

La actividad enzimática gelatinolítica se esquematiza en la tabla 3 y gráfica

3, El promedio de mayor actividad fueron del grupo 4 (10 142 + 2 63) y el grupo 3

(75 ±1),

Se mostró una diferencia estadísticamente significativa de la actividad

gelatinolítica al comparar vitreos de VRP vs A.M 1.(10.1 mg/prot Vs 2.7 mg/prot

Respectivamente,p=0 0017) y para el vitreo de A M M (10 1 mg/prot Vs 1 5 mg/

prot,respect ,p-0..0127 De igual manera se observó una diferencia

estadísticamente significativa con el vitreo sano vs A.M.!.. (0.7 vs 2,7,p=0,0117) y

con vitreo de A..M.T (0,7 vs 75 respect,p=0,001) „ Sin embargo no existió

diferencia en cuanto a la actividad del vitreo de VRP vs A MI (10 1 vs 7 5

respect,, p=0,2622)
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VI.. DISCUSIÓN

Reportes previos han determinado la presencia de MMPsen glaucoma, en

LSR de DRRP , en vitreo de retinopatía diabética y VRP (1,24,25,26,). Nuestro

estudio coincide con ia presencia de MMP-2 y MMP-9 como componentes del

vitreo sano y patológico, De igual manera sugerimos que son enzimas endógenas

normales que componen el vitreo humano,

Las MMP-2 no mostraron diferencias en cuanto a su presencia y actividad

entre los agujeros maculares; sin embargo su presencia se encontró más

aumentada en la VRP y más disminuida en los vitreos sanos,

En cuanto a la MMP-9 estuvo presente en todas las muestras pero con

baja inmuno-reactividad; sin embargo fue muy evidente la forma latente (95Kda) o

inactiva de polímeros en el grupo de VRP; la presencia de esta enzima se ha

reportado como marcador susceptible a diversas condiciones oculares

patológicas

La actividad gelatinolítica se encontró aumentada tanto en VRP como en

agujeros maculares traumáticos a diferencia de los otros grupos, posiblemente

activada por los factores quimiotácticos de la inflamación pero a pesar de su

presencia son insuficientes para detener el proceso fibroso provocado por la

excesiva producción de matriz extracelular



Vil CONCLUSIONES:

Se demostró !a presencia de MMP-2 y MMP-9 en vitreos de agujeros macuferes

ai igual que en vitreos sanos y patológicos , concluyendo que son enzimas

endógenas que componen al vitreo humano ; sin embargo es probable que la

ausencia de un activador a estas enzimas polarizadas inactivas sea un factor

importante hacia la proliferación de colágena del vitreo y por consecuente el

desarrollo de diversas patologías,
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Figura 1. ZIMOGRAMA, Presencia de Metaloproteinasas.

AMI VRP SANO

de
72 Kda, MMP-9:Metaloproteinasas de 92 Kda; PM
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Figura 2,, ZIMOGRAMA Presencia de metaloproteinasas.

PM AMI AMT AMM

MMP-9

MMP-2

PM: Marcador de peso moiecular;MMP-2: Metaloproteinasas de 72 KDa; MMP-9:
Metaloproteinasa de 92 KDa;AMI: Agujero macular ¡diopático, AMM: Agujero
macular miópico; AMT: Agujero macular traumático Nótese la disminución de
MMP-9 en los agujeros maculares
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