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INTRODUCCION

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es la principal causa de fracaso en el
tratamiento quirdrgico del desprendimiento de retina.{1) Se caracteriza por proliferacion
cetular en el vitreo y formacion de membranas por ambas superficies de la retina. Estudios
histolégicos y ulraestructurales de membranas removidas al tiempo quirrgico de ojos con
vitreorretinopatia proliferativa indican que, ademéas de elementos celulares, incluyendo
células del epitelio pigmentario, células gliales, de Miller, fibroblastos y macrdfagoes, hay
gran cantidad de componentes de matriz extracelular principalmente colagena tipo | y
glicosaminoglicanos.(2,3) In vitro las células del epitelio pigmentario bajo condiciones
apropiadas sintetizan colagenasa intersticial y su inhibidor TIMP-1, estromalising,
gelatinasas de 72kDa y 92kDa.(4) Factores de riesgo descritos para fa VRP incluyen
desprendimiento de retina de larga evolucion, desgarro gigante, afaquia, hemorragia
vitrea, desprendimiento coroideo y vitrectomia previa.(5,6,7) Al romperse la barrera
hemato-retiniana pueden rmigran componentes sanguineos al espacio subretiniano y vitreo
involucrados en proliferacion celular y metabolismo de colagena, como es el caso del
factor derivado de plaquetas (PDGF) y fibronectina (FN).(8,9) Sin embargo no todos los
casos evolucionan a VRP a pesar de que exista lesion del EPR y ruptura de la bamera

hemato-retiniana.(10,11)
La matriz extracelular (MEC) juega un papel importante en el mantenimiento de la

integridad estructural y procesos celulares basicos como proliferacion, diferenciacion,
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migraciéon y adhesion.(12) Las metaloproteinasas (MMP) son una familia de enzimas
que degradan las proteinas de la MEC y componentes de la membrana basal, durante la
remodelacién de los tejides conectivos.(13}  Se caracterizan por: a) ser proteinasas que
degradan al menos un componente de la MEC, h) contienen unién de zinc y son inhibidos
por agentes quelantes, ¢) son secretados en una forma latente y requieren de

activacién, d) son inhibidos por tejidos inhibidores especificos de metaloproteinasas, y €)

comparten aminoacidos similares. (14,15)

Se han clasificado las MMP en 3 subclases principates: (16,17)
A-.Colagenasas (MMP-1 y MMP-8) que degradan colagena tipo |, 11y HI.
B-.Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) de 72 kDa y de 92 kDa respectivamente, degradan
colagena tipo §, 1I, 11, IV, V, Vil y fibronectina.
C-Estromalisinas (MMP-3} degradan colagena tipo Il, IV y V, proteoglicanos, caseina,

laminina y fibronectina.

Nuestro propésito es investigar la participacion del liquido subretiniano en el
metabolismo de la colagena en pacientes con desprendimiento de retina regmatégeno y su

posible influencia en el desarrollo de VRP.
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MATERIAL Y METODOS

Realizamos un estudio prospectivo, fransversal y observacional desde marzo 1995
hasta marzo 1997, se recolectaron muestras de LSR de pacientes con DRRP, del
drenaje de |a esclerotomia durante la reaplicacion quirirgica de la retina. Se dividieron en:
grupo 1 = Didlisis retiniana, grupo 2 = Desgarros retinianos, grupo 3 = Agujeros Retinianos
y grupo 4 = DRR Recidivantes. Como grupo control se utifizaron fibroblastos sin estimular
con LSR para el ensayo de biosintesis de colagena.

Las muestras de LSR se almacenaron a -70° hasta su procesamiento. A todas se

les realizé concentracién de proteina, determinacion protéica y sintesis de colagena.

Concentracién de Proteina

Se llevd a cabo mediante la técnica descrita por Bradford (18), 1a cual emplea como
reactivo de color Azul de Coomasie G-250 disuelto en una mezcla de 4cido fosférico al
50% y etanol absoluto al 25%. Se utilizé una solucién patrdn de proteinas o alblimina
bovina (Sigma Chemical Co,) disuelta en solucion amortiguadora Tris 7.8, a una
concentracion de img/ml; la curva patrén se realizd 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 posteriomente 5 m! del reactive 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.
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Determinacion proteica:

Los zimogramas se realizaron mediante electroforesis de 5ug de proteina de las
muestras de LSR en geles de poliacrilamida al 8% en presencia de SDS y gelatina de piel
de cerdo al 0.1%.(19). Se colocaron 5Sug de proteina de cada nuestra en condiciones no
desnaturalizantes y a corriente constante {10 mA). Posterionmente los geles se lavaron con
Tritdn X 100 al 2.5% y se incubaron a 37 °C por 24 hrs, en buffer de Tris-HCI 50mM, NaCl
0.5 mM, CaCi2 20 mM y azida de sodio al 0.02% a un pH de 7.4 (Buffer TNC). Los
zimogramas se hicieron en presencia y ausencia de EDTA. Los geles se tifieron con azul
de Coomassie R-250. Se incluyeron marcadores de peso molecular pre-tefiidos en cada
gel. La presencia de enzimas gelatinoliticas se evaluaron por la presencia de bandas

sobre el fondo obscuro del gel.

Sintesis de Colagena:

Se utilizan fibroblastos normales de pulmén (MRC 5) de la American Type Culture
Collection. Los fibroblastos se cultivaron en presencia de medio EMEM en cajas de 24
pozos hasta llegar a confluencia. Se sustituyd el medio por uno con 1% suero fetat y se
agreg® 100 meg de proteina de cada muestra de LSR por triplicado. Como controles se
utilizaron pozos con solo medio al 1% de suero fetal. Al cabo de 20 hrs se sustituy6 el
medio por EMEM con 10 pg/ml de beta aminopropionitrilo, S0 pg/ml de 4cido L-ascérbico y

10 yCi de 3H-prolina. Este medio se dejo por4 horas. Al final se agregé a cada pozo
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N-ethilmaleimida 20 mM, phenylmethylsuphonyl fluoride 1 mM y EDTA B0mM y Tritén X-
100 al 1%. Se colocaron las muestras a 4 °C por una hora al cabo de ia cual se colectaron
y se midi6 la sintesis de colagena por el método convencional.(20) Los resultados se

expresan como cpm/mg de proteina de LSR incubada.

ANALISIS ESTADISTICO
Los ensayos de sintesis de coldgena fueron analizados por la prueha estadistica de

fa “U" de Mann-Whitney tomando valores de p <0.05 como significativos.

RESULTADOS

Se analizaron 25 muestras de LSR de 25 pacientes, 14 masculinos y 11 femeninos,
con rango de edad de 7 a 92 afios, promedio de 41.54 afios., Se incluyeron en el grupo 1 :
6 didlisis, en el grupo 2 : 9 desgarros, en el grupo 3 : 5 agujeros y en el grupo 4: 5 DR
recidivantes. La concentracion proteica se describe en la tabla 1; el promedio de todos los
grupos se representa en la grafica 1; no hubo diferencia estadisticamente significativa.

Se determind la presencia de enzimas colagenoliticas en todas las muestras de
I.SR. La MMP-2 se encontré en todos los grupos en fases latente y activa. Las MMP-9 y

MMP-1 se manifestaron en todas las muestras pero solo en fase latente. (Figuras 1y 2).
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N-ethilmaieimida 20 mM, phenylmethylsuphonyl fluoride 1 mM y EDTA 80mM y Triton X-
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¥y se midié la sintesis de colagena por el método convenciconal {20} Los resultados se

expresan como ¢pm/mg de proteina de LSR incubada.

ANALISIS ESTADISTICO
Los ensayos de sintesis de colagena fueron analizados por |a prueba estadistica de

la *lJ” de Mann-Whitney tomando valores de p <0.05 como significativos.

RESULTADOS

Se analizaron 25 muestras de LSR de 25 pacientes, 14 masculinos y 11 femeninos,
con rango de edad de 7 a 92 afios, promedio de 41.54 afios. Se incluyeron en el grupo 1:
6 didlisis, en el grupo 2 : 9 desgarros, en el grupo 3 ; 5 agujeros y en el grupo 4: 5 DR
recidivantes. La concentracion proteica se describe en 1a tabla 1; el promedio de todos los
grupos se representa en |a grafica 1; no hubo diferencia estadisticamente significativa.

Se determind la presencia de enzimas colagenoliticas en todas las muestras de
LSR. La MMP-2 se encontro en todos los grupos en fases latente y activa. Las MMP-9 y

MMP-1 se manifestaron en todas las muesiras pero solo en fase latente. (Figuras 1y 2).
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Los resultados en la sintesis de colagena se describen en la tabla 2. Los
fibroblastos estimulados con LSR demostraron una sintesis de colagena francamente
aumentada en todos los grupos a comparacion del grupo control, con una alta significancia
estadistica en todos los grupos (grafica 2). La sintesis promedio del grupo 1: didlisis es de
49,770 cpm/mg de proteina incubada (p=0.0062), en el grupo 2: desgarros es de 39,069
cpm/mg de protetna incubada (p=0.0051), en el grupo 3: agujeros es de 43,222 cpm/mg de
proteina incubada (p=0.0090}, en el grupo 4: DRR recidivantes es de 74,669 cpm/ig de
proteina incubada (p<0.0090) y en el grupo control: fibroblastos no estimulados con LSR

fue de 14,915 cpm/mg de proteina incubada.

DISCUSION

En éste estudio se analizé el metabolismo de coldgena encontrando aumento en la
biosintesis de coladgena y presencia de enzimas geiatinoliticas MMP-2 en forma activa en
todos los grupos, asi como las MMP-9 y MMP-1 pero en forma latente. Estas condiciones
pueden favorecer el balance hacia el actmulo de colédgena en el espacio vitreorretiniano.
Estudios previos han demostrado de igual manera la presencia de MMP-2 y MMP-9 (21);
sin embargo la MMP-1 es una observacidn diferente, teniendo asi, una nueva aportacion al

estudio de MMP en el LSR.
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estudio de MMP en el LSR.
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La MMP-2 ¢ 72kDa en forma activa es secretada por fibroblastos, células
epiteliales, endoteliales y macrdfagos; degrada colagena tipo IV, V, VI La gelatinasa
MMP-9 ¢ 92kDa es derivada de grénulos de células neutrdfilos, ademés es secretada por
células epiteliales, macréfagos y fibroblastos; degrada colagena tipo IV y V. La
colagenasa MMP-1 o 52kDa principalmente es secretada por fibroblastos y degrada
colagena tipo 1, [y l1l. (22)

Hay multiples niveles en los cuales la expresion y actividad de MMP son reguladas.
Solo la colagenasa MMP-1 y la colagenasa de neutrdfilo MMP-8 pueden degradar
colagenas desnaturalizadas “intersticiales” { tipos I, I{, 1il y X) a un pH neutro.{23)

Estudios previos afiman que las membranas de la VRP se componen de
componentes de cicatrizacién y colagena tipo |, ésta coldgena es desorganizada y es
degradada principalmente por MMP-1 y MMP-8. (3)

Hay evidencia considerable que las MMP tienen un rol en la reabsorcion fisiclégica
de colagena y otras macromoléculas en el desarrollo y en reabsarcidn patologica asociada
a tumores invasivos, estructuras periodontales y articulaciones como en artritis reumateide.
(23).

Las células del EPR in vitro han demostrade producir colagenasas intersticiales y
sus inhibidores TIMP-1, 72 kDa y 92 kDa gelatinasas y estromalisinas. Ei LSR contiene

células EPR viables y macréfagos posiblemente capaces de secretar estas proteasas {18).
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Todos los grupos de DRR mostraron una aumento estadisticamente significativo de
biosintesis de colagena. Esto podria significar un desbalance en el metabolismo de la
colagena en favor a su sintesis, considerando de ésta manera, un mayor riesgo en la

formacién de membranas epirretinianas y desprendimiento traccional de retina.

CONCLUSION

Hay un desequilibrio en el metabglismo de la colagena en el LSR de pacientes con
DRR, en el cual se ve aumentada la sintesis y presencia de actividad colagenolitica en
forma activa y latente. Esto podria significar un mayor riesgo para la formacién de

membranas y VRP en los pacientes con DRR especiaimente cuando son recidivantes.
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Todos los grupos de DRR mostraron una aumento estadisticamente significativo de
biosintesis de colagena. Esto podria significar un desbalance en el metabelismo de la
colagena en favor a su sintesis, considerando de ésta manera, un mayor riesgo en la

formacion de membranas epirretinianas y desprendimiento fraccional de retina.

CONCLUSION

Hay un desequilibrio en el metabolismo de la colagena en el LSR de pacientes con
DRR, en el cual se ve aumentada la sintesis y presencia de actividad colagenolitica en
forma activa y latente. Esto podria significar un mayor riesgo para la fonnaciéﬁ de

membranas y VRP en los pacientes con DRR especialmente cuando son recidivantes.



TABLA 1. CONCENTRACION DE PROTEINA (ug/10ul).

METODO DE BRADFORD

n Grupo 1 : Dialisis Grupo 2 : Desgarros Grupo 3 : Agujeros Grupo 4 : Recidivante
1 34.95 44.91 42.92 34.31
2 35.52 30.24 44.49 40.78
3 37.40 28.27 33.77 41.59
4 32.03 20.87 42.25 35.04
5 33.40 34.60 34.07 40.38
6 30.41 38.27

7 41.45

8 35.49

9 37.27

X 34.27 34.76 35.54 37.13




TABLA 2. BIOSINTESIS DE COLAGENA (cpm/mg de proteina incubada)

Grupo 1: Dialisis

Grupo 2: Desgarro

Grupo 3: Agujero

Grupo 4: Recidivante

1 45 439 61,360 28,005 75,205
2 57,263 48 459 51,920 81,869
3 65,135 32,096 64,507 75,520
4 45312 44,839 44,368 52,864
5 33,084 29,264 30,208 72,688
6 28,300 16,992
7 42 473
8 36,816
9 24,544
X 49,770 39,069 43,222 74,669
+ 16,529 15,006 19,426 16,320
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GRAFICA 1. PROMEDIO DE CONCENTRACION PROTEICA
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GRAFICA 2. BIOSINTESIS DE COLAGENA
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FIGURA 1. ZIMOGRAMA SIN APMA

Carriles 1y 2 = Dialisis; carriles 3 y 4 = Desgarros; carriles S5y 6 = Agujeros;

carriles 7 y 8 = DR Recidivantes

—90




FIGURA 2. ZIMOGRAMA CON APMA

Carriles 1y 2 = Dialisis; carriles 3 y 4 = Desgarros; carriles 5y 6 = Agujeros; carriles 7 y 8 = DR Recidivantes
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