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LRESUMEN

OBJETIVQ: Analizar la presencia y actividad de metaloproteinasas (MMPS) en
vitreo de pacientes con agujerc macular, METODO: Se analizaron 9 muestras de
vitreo de pacientes con agujero macular de etiologia variada, 4 muestras de
vitreoretinopatia proliferativa (VRP) y 9@ muestras de vitréo sin patologia aparente
a los cuales se les analizé la concentracion proteica, identificacion de enzimas
mediante Zimograma y cuantificacion de actividad gelatinolitica RESULTADOS: -
Se identifico la presencia de gelafinasa A ( MMP-2) v B ( MMP-9} en todas las
muestras. La banda de mayor inmunorreactividad fue la MMP-2. Al comparar la
actividad gelatinolitica del vitreo de ojos sanos con el vitreo de agujero macular
idiopatico vy traumatico, asi como con los de VRP, se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre agujero macular idiopatico y VRP (2.7 vs 10.1
respectivamente) p=0.0017. También se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre vitreos de agujero macular fraumético 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 trauméatico. CONCLUSIONES: Se demostrd
la presencia de MMP-2 y MMP-9 en todas las muestras. No existen diferencias
aparentes en cuanto a la actividad de MMPs entre las muestras de agujero
macular idiopatico y miépico vs vitreo sano. Estos resultados sugieren que las
metaloproteinasas no ftienen un papel importante en el desarrollo de agujerc

macular idiopatico
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ILLINTRODUCCION:

El agujero macular es una pérdida de continuidad de la refina
neurosensotial de forma circular en el centro de la fovea (1). Su patogénesis se
ha relacionado con traumas, degeneracion cistoide, isquemia foveal, alteraciones
en el vitreo y cambios involutivos de Ia macula (2,3,4,5,6,7,8). Sin embargo el
concepto actual mas aceptado se basa en Ia traccién tangencial de! vitreo (8,10)
Segun su etiologia se clasifica en traumatico, miépico e idiopatico {1). En base 2
la biomicroscopia se establecen diversos estadios (11), los cuales son
proporcionales a la afeccién visual. Histopatolégicamente se han observado ia
presencia de miofibrillas contractiles alrededor de los agujeros maculares,
asociado en ocasiones con quistes y membranas epiretinianas, las cuales se
componen de astrocitos fibrosos y células de Miller (;12,13).‘ El tratamiento se
indica en pacientes con deterioro importante de Ia agudeza visual, si el ojo
contralateral tiene mala vision; este tratamiento cansiste en vitrectomia con

remocion de la hialoides posterior (14).

La matriz  extracelular (MEC) juega un papel importante en el
mantenimiento de la integridad estructural ¥ procesos celulares béasicos como
proliferacion, diferenciacion, migracion y adhesién de la retina {15).

Debido a la existencia de una aiteracion en la unién 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 endopeptidasas 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 sintesis y degradacién para

una correcta funcién en nuestro organismo La supresién es regulada por

inhibidores endégenos, 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 colagena tipo 1, Il y i
B- Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) que corresponden a las gelatinasas de 72 kDa
y de 92 kDa respectivamente, degradan colagena tipo L I, Il , IV, V, Viiy

fibronectin.
C. Estromalisinas (MMlP-B) degradan colagena tipo I, IV y V, protecgiicanos,
caseina, laminin y fibronectin.

La patogénesis de diferentes enfermedades se han relacionado a las MMPs
como en fa artritis {20}, enfermedades periodontolégicas (21), fibrosis pulmonar y
diabetes (22). A nivel ocular se han estudiado en glaucoma (23), en liquidos
subretinianos (LSR) de desprendimientos de retina regmatdgeno primario (DRRP)
y vitreoretinopatia proliferativa (VRP), con la presencia de MMP-2 y MMP-9 v un
aumento en la sintesis de colagena 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

patologias oculares no relacionadas (hemorragia vitrea, agujero macular, VRP vy



extraccion extracapsular de catarata con ruptura de capsula posterior)
{20).Sugiriendo que la presencia de MMPs juegan un papel importante en la

efiologia de diversas patologias

HI.OBJETIVO

Analizar la presencia y actividad de metaloproteinasas en el vitreo de

pacientes con agujero macular.

IV.MATERIAL Y METODOS:

Mediante un estudio prospectivo, transversal y observacional, se
obtuvieron 9 muestras de vitreo de pacientes vitrectomizados por agujero macular;
éstas se dividieron segun su eticlogia en grupo 1: idiopaticos (n=5), en grupo 2:
midpicos (n=2) y en grupo 3: traumaticos (n=2).

Como estudio comparativo recolectamos muestras de vitreos de pacientes
con VRP avanzada, grupo 4 (n=4} y de cadaver sin patologfa ocular aparente,
grupo 5 (n=9). Para ¢l anélisis estadistico se utilizé la prueba no parametrica de
Mann-Whitney que prueba la hipdtesis de que las 2 muestras son de poblacicnes
con fa misma mediana.

Las muestras de vitreo se refrigeraron a -70© C hasta que fueron
procesadas, el anlisis consistié en determinar la concentracion proteica, el tipo de
proteina segun peso molecuiar mediante zimogramas y cuantificacién de

actividad gelatinolitica
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IV.l.Determinacion de Concentracion Proteica

Se obtuvo la concentracion proteica de todas las muestras mediante la
prueba de colorimetria de Bradford (26}, la cual emplea como reactivo de color
Azul de Coomasie G-250 disuelto en una mezcla de acido fosforico al 50% vy
etanol absoluto al 25%  Se utiliza una solucidon patron de proteinas o albumina
bovina (Sigma Chermn Co,) disuelta en solucién amortiguadora Tris 7.8, a una
concentracion de 1mg/ml;  la curva patrén se
realizé con 0, 20, 40, 60, 80 y 100 ug de proteina; se adicionaron 100 ul de la
muestra y se lleva a un volimen final de 800 ul de Tris 7.8, agregandole
posteriormente
5 mi del reactivo de color (Reactivo de Bradford) diluido en agua 1:5 y dejandose

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

IV.IL. ldentificacion Proteica (Zimograma):

La identificacion de las proteinas {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 contenia 15 ul de
marcador de alto peso molecular (rango de 14,300 a 200,000}, los siguientes 3
carriles contenian Sug de muestras de vitreos de agujeros maculares (grupos 1. 2

y 3 respectivamente).



Como grupo control se realizaron geles de 4 carriles, en el cual el primero
contenia 15 ul de marcador de alto peso molecular v los otros carriles contenian 5
ug de muesiras de agujero macular idiopatico (grupo 1), de VRP (grupo 4) y
vitreos de cadaver (grupo 5) respectivamente
La separacidn electroforética se realizdé empleando corriente constante de 20
mAmp/gel con voltaje v wataje variable durante 100 a 110 min., usando como
conductor de corriente solucién de camara; manteniendo una temperatura a 49C,
Luego fueron lavados e incubados por 24 horas, posteriormente tefiidos con
tincion de Azul de Coomassie Brillante (R250}, luego se destefiian para observar

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

vl Actividad Gelatinolitica:

Se utilizaron 4 tubos para cada muestra (tubo 1y 2 Auto, Tubo 3 y 4 100%),
colocando ta cantidad de ia muestra de acuerdo a su concentracion de proteinas y
en cada tubo se depositaban 20 ul de Tris 7.8 y 20 ul de colagena radioactiva, asi
como tris 74 con calcio (cantidad variada) Onicamente a los fubos que
correspondian al 100% (3y4) se les depositaban 38 mi de EDTA, asi como
Colagenasa se agitd vy se puso a incubar a 37 C por 24 hrs, posteriormente se
agred 30 ml de EDTA a los tubos del Auto (1y2} y 300 mi de D-M a toedos los
tubos para dar un total de 450 ml por muestra las cuales nuevamente se agitan y a

4 C por 90 min. y se centrifugd por 10 min en frio, al terminar se toman una
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fraccion de 50 Ml de muestra se agrega liquido de centelleo, se agitd y se llevd a

un contador de centelleo y se realizaron los calculos para la concentracién final.

V.RESULTADOS:

Desde marzo de 1997 a septiembre de 1998 se estudiaron un total de 22
muestras de vitreo, obtenidas de 13 pacientes y 9 cadaveres, su distribucion 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 afios. El tiempo
de evolucidn del agujero macular varié desde 1 a 6 meses, con promedio 2.4
meses Las muestras de agujero macular se clasificaron en grupo 1: idiopaticos
(n=5), en grupo 2: midpicos (N=2) y en grupo 3: traumaticos {n=2). Como
muestras de control se estudiaron en el grupo 4: vitreo de VRP {n=4} y en el grupo
5: vitreo de cadaver (n=9).

El promedio de la concentracion protéica se esquematiza en la tabla 2 y
grafica 2. La concentracién protéica promedio de MMPs en el vitreo de agujeros

maculares (grupo 1, 2y 3) fue de 23.86 ug.

En todas las muestras se cobservé un patrdn complejo de gelatinasas
mediante el zimograma, con un rango de 60-115 kDa con la presencia de
gelatinasa A 0 MMP-2 {de 72kDa) y la gelatinasa B o MMP-8 (de 92kDa} (figura 1

y 2) La banda de mayor inmunoreactividad fue la MMP-2 en todos los grupos sin

i
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diferencia significativa. La banda de MMP-9 en e! grupo de agujeros esta ausente
en los de tipo mibpico y traumatico, En los grupos controles la MMP-9 esta
presente en el grupo 4, pero en forma de polimero inactiva de 95kDa, v en el
grupo 5 esta ausente.

La actividad enzimatica gelatinclitica se esquematiza en la tabla 3 y grafica
3. Ef promedio de mayor actividad fueron del grupo 4 (10 142 + 263} y el grupo 3
{7.5+1)
Se mostré una diferencia estadisticamente significativa de la actividad
gelatinolitica al comparar vitreos de VRP vs AM 1.(10.1 mg/prot. Vs 2.7 mg/prot
Respectivamente,p=0.0017} y para el vitreo de AM M. (10.1 mg/prot. Vs 15 mg/
protrespect ,p=0.0127 De igual manera se observdé una diferencia
estadisticamente significativa con el vitreo sano vs AM.L (0.7 vs 2.7,p=0.0117} y
con vifreo de AMT (0.7 vs 7.5 respect,p=0001) . 8Sin embargoe no existic
diferencia en cuanto a la actividad del vitreo de VRP vs AMI. (101 vs 7.5

respect. , p=0.2622)

2



Vi. DISCUSION

Reportes previos han determinado la presencia de MMPs en glaucoma, en
LSR de DRRP , en vitreo de retinopatia diabética y VRP (1,24,26,26,). Nuestro
estudio coincide con la presencia de MMP-2 y MMP-8 como componentes del
vitreo sano y patoldégico. De igual manera sugerimos que son enzimas enddgenas
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 encontrd mas
aumentada en la VRP y més disminuida en los vitreos sanos.

En cuanto a la MMP-9 estuvo presente en todas las muestras pero con
baja inmunc-reactividad; sin embargo fue muy evidente la forma latente (95Kda) o
inactiva de polimeros en el grupo de VRP; la presencia de esta enzima seé ha
reportade como marcador susceptible a diversas condiciones oculares
patolégicas.

La actividad gefatinolitica se encontré aumentada tanto en VRP como en
agujeros maculares traumaticos a diferencia de los otros grupos, posiblemente
activada por los factores quimiotacticos de la inflamaciéon pero a pesar de su
presencia son insuficientes para detener el proceso fibroso provocade por fa

excesiva produccion de matriz extracelular.




VILCONCLUSIONES:

Se demostrd la presencia de MMP-2 y MMP-9 en vitreos de agujeros maculares
al igual que en vitreos sanos y patologicos , concluyendo que son enzimas
enddgenas que componen al vitreo humano ; sin embargo es probable que Ia
ausencia de un activador a estas enzimas polarizadas inactivas sea un factor
importante hacia la proliferacién de colagena del vitreo y por consecuente el

desarrollo de diversas patologias.
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Figura 1. ZIMOGRAMA. Presencia de Metaloproteinasas.
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Figura 2. ZIMOGRAMA . Presencia de metaloproteinasas.
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