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RESUMEN

Fundamento: La ruptura proteolitica de la matriz
extracelular por las metaloproteinasas 2 y 9 es uno de
los aspectos que puede influir en la alteracion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica en la
esclerosis multiple. Objetivo: Determinar la actividad de
las metaloproteinasas con actividad gelatinasa en
pacientes con esclerosis mdultiple. Métodos: Las
muestras de liquido cefalorraquideo se obtuvieron de 31
pacientes con esclerosis multiple y un grupo control
conformado por 21 pacientes sin enfermedad
neuroldgica. Las actividades de las metaloproteinasas 2
y 9 en el liquido cefalorraquideo se determinaron
mediante técnica zimogréafica por electroforesis en gel de
poliacrilamida, después las bandas fueron identificadas
por sus pesos moleculares y se calculdé la actividad
relativa de la metaloproteinasa 9. Se evaluaron las
concentraciones de proteinas totales, albumina e IgG, el
indice 1gG y el indice Q para evaluar sintesis intratecal
de 1gG vy estado funcional de la barrera
hematoencefalica. Resultados: Se detectd actividad de
metaloproteinasa 2 en el liquido cefalorraquideo de
todos los pacientes y controles, mientras que la 9 solo se
detectd en los pacientes (61, 3 %). La presencia de
actividad relativa de metaloproteinasa 9 no se asocié con
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las variables clinicas, ni con las variables de laboratorio.
Se encontrd asociacion entre su presencia y las bandas
oligoclonales en los pacientes con esclerosis multiple, en
aquellos sometidos a tratamiento inmunomodulador esta
se presentd con menor frecuencia. Conclusiones:
Existe una posible participacion de la metaloproteinasa 9
en los mecanismos inmunopatolégicos de la esclerosis
multiple.

Palabras clave: Esclerosis multiple; Metaloproteinasa 2
de la matriz; Metaloproteinasa 9 de la matriz; Liquido
cefalorraquideo; Electroforesis

ABSTRACT

Fundament: The proteolitic rupture of the extracellular
matrix due to metalloproteinase 2 and 9 is one of the
aspects that can influence in the alteration of the
permeability of the blood-brain barrier (BBB) in multiple
sclerosis. Obejctive: To determine metalloproteinase
activity with gelatinous activity in patients suffering from
multiple sclerosis. Methods: the cerebrospinal fluid (CSF)
samples taken from 31 patients suffering from multiple
sclerosis and a control group formed by 21 patients
without neurological disease. The metalloproteinase 2
and 9 activities in the cerebrospinal fluid were
determined by zimografica technique through
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polyacrylamide gel electrophoresis. The bands were later
analysed by their molecular weight and the relative
metalloproteinase 9 activity was calculated. Total protein
concentrations, albumin and immunoglobulin G (IgG),
the IgG rate and the Q rate were assessed to evaluate
the IgG intrathecal and the functional state of the blood-
brain barrier. Results: metalloproteinase 2 activity was
detected in the cerebrospinal fluid of all patients and
control group. Metalloproteinase 9 activity was only
found in the 61.3 % of the patients. The presence of
relative metalloproteinase 9 activity was neither
associated with the clinical variables nor the laboratory
ones. An association was found between its presence
and the oligoclonal bands in patients with multiple

sclerosis. In those patients under immunomodular
treatment it was presented with less frequency.
Conclusions: There is a possible participation of

Metalloproteinase 9 in the immunopathological
mechanisms of the multiple sclerosis.

Key words: Multiple Sclerosis; Matrix Metalloproteinase
2; Matrix Metalloproteinase 9; Cerebrospinal Fluid;
Electrophoresis

INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad
desmielinizante, de causa desconocida ™ ?; es la afeccién
inflamatoria mas comun del sistema nervioso central
(SNC) que afecta a adultos jévenes ®. Provoca, en los
casos mas severos, un deterioro neurolégico intenso
acompafiado de invalidez extrema. Aparece entre el
segundo y cuarto decenio de la vida. Es una enfermedad
multifactorial, influenciada por predisposicion genética,
factores ambientales y mecanismos efectores
inmunolégicos que dafian el SNC & 49,

Se distinguen tres formas clinicas principales de EM: 1-
Brote-remision (brotes de disfuncién neurologica
seguidos de remision posterior, a veces incompleta), 2-
Progresiva primaria (la sintomatologia progresa desde el
comienzo sin brotes ni remisiones) y 3-Progresiva
secundaria (tras un periodo de brotes, estos disminuyen
(pero E!;:x discapacidad neuroldgica se sigue acumulando)
4,5, 7-

Aunque la etiologia de la enfermedad se desconoce,
muchos factores que conllevan al dafio de tejido han
sido identificados. Mecanismos no inmunolégicos
relacionados con la liberacion de proteasas por células
inflamatorias también parecen tener un importante
papel. Muchas proteasas han sido identificadas como
potencialmente importantes en este proceso,
principalmente el sistema plasmindgeno/plasmina y las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) “®. Durante un
ataque agudo, las MMPs tienen 2 funciones: son
secretadas de leucocitos activados para facilitar la
entrada en el SNC y ellas participan junto con otros
factores como citocinas y radicales libres, en el ataque a
la mielina @V,
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Existen 24 miembros de la familia de la MMPs, producto
de genes diferentes . La MMPs son proteasas que
colectivamente pueden degradar todo los componentes
de la matriz extracelular “*'®. Son importantes en
procesos normales, incluyendo desarrollo, angiogénesis
y cicatrizacion de heridas, y en muchos procesos
patolégicos @t 120 |os leucocitos son fuente
importante de MMPs, todas las células cerebrales
producen MMPs por lo que multiples fuentes estan
involucradas %22 Las MMPs atacan las proteinas de
la matriz extracelular en la lamina baal tales como:
fibronectinas, lamininas y colageno tipo IV
incrementando la permeabilidad de Ila barrera
hematoencefalica (BHE) %Y. Por lo que en el cerebro
ellas participan en la ruptura de la BHE, en inflamacién y
en remodelacién vascular después del dafio ®>?®_ Al ser
extremadamente toxicas son controladas en mdultiples
niveles, incluyendo transcripcién, traslacién, activacion e
inhibicion * 22 En la EM provocan dafio a la BHE ®®, la
promocién de inflamacién en el SNC @9 y neurotoxicidad
directa >3 |a proteolisis por MMPs esta balanceada
por 4 inhibidores de tejidos endégenos (TIMPs) para las
MMPs @2,

En el presente trabajo nos proponemos determinar la
presencia y actividad relativa de las MMPs, en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM,
estableciendo su relacion con diferentes parametros
clinicos y de laboratorio, con el objetivo de determinar
su utilidad como marcadores de la actividad clinica de la
enfermedad.

METODOS

Estudio de casos y controles que incluyé 31 casos y 21
controles, realizado en el Instituto de Neurologia.

Se seleccionaron 31 pacientes por muestreo discrecional
con diagnéstico de esclerosis multiple (EM) definida de
acuerdo a los criterios de McDonald ©2: los pacientes se
distribuyeron segin la forma clinica en: brote-remision
(B-R), primaria progresiva (P-P) y secundaria progresiva
(S-P). Tenian tratamiento inmunomodulador 19
pacientes: 1 con Interferon o, 1 con Interferon , 15 con
esteroides (prednisona, metilprednisolona o ACTH) y 2
con Biomodulina T. Se seleccioné un grupo control
constituido por 21 pacientes sin enfermedad
neurolégica, psiquiatrica, neoplasica o inflamatoria que
fueron sometidos a anestesia raquidea para intervencion
quirdrgica.

Previo consentimiento informado, a pacientes y controles
(en ayuno de mas de 12 horas) se les tomaron muestras
de 4 ml de liquido cefalorraguideo (LCR) por puncién
lumbar no traumatica, y 5 ml de sangre por puncién
venosa para la obtencion de suero. La sangre y el LCR
fueron centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos y
los sobrenadantes fueron congelados y conservados a —
20 °C hasta su procesamiento.

Se realizaron los siguientes técnicas analiticas:
Electroforesis de las proteinas del LCR: Se llevé a
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cabo por electroforesis vertical de disco en gel de
poliacrilamida al 7,5 %, descrita por Ornstein y Davies
©3) " Tincién: Metanol-4cido acético-agua (5:1:5) y
Coomassie R-250 a 0,25 % durante 24 horas.
Decoloracion de los geles: metanol - acido acético - agua
(5:1:5) hasta la total visualizacion de las bandas de
proteinas.

Teniendo en cuenta los parametros propuestos por
Evans ©? y Takeoka, et al ©9 los patrones
electroforéticos del LCR se clasificaron en:

Patrén electroforético normal (PEAN).
Dafio de barrera hematoenceféalica (DBHE).

Patron ganmaglobulinico con presencia de bandas
oligoclonales.

DBHE y bandas oligoclonales.
e Patrén degenerativo.

Determinacién de proteinas totales en el LCR por el
método de Lowry ®®. Las concentraciones de proteinas
se calcularon sobre la base de una curva de calibracion
con albimina bovina (Fraccion V) expresandose en mg/
dl.

La actividad de MMPs fue determinada
electroforéticamente por zimografia inversa en geles de
poliacrilamida al 10 %, los cuales polimerizaron con
gelatina, como sustrato para la reacciéon de las MMPs,
segln la técnica descrita por Rosenberg, et al ®®. Se
utilizaron marcadores de peso molecular (PM) en cada
corrida electroforética. Tincion: metanol 50 %; acido
acético 1 %; Coomassie G-250 a 0,125 % durante 1
hora. Decoloracion: Acido acético al 10 %. Se
observaron bandas claras de proteolisis en las zonas
donde se degradé la gelatina por las MMPs sobre el
fondo azul del gel (contiene gelatina no degradada) (Fig
1).

Zimograma de la actividad de las MMPs en
el LCR de pacientes con EM.,

Figura 1: Zimograma en gel de poliacrilamida de la
actividad gelatinasa de las MMPs en el LCR. MMP-2 (72
kDa) y MMP-9 (92 kDa).
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Se analizé la relacion entre los RF de los PM que fueron
corridos, se compararon con los RF de las bandas de
proteolisis en la zimografia para su identificacion. Los
geles fueron leidos en densitometro DESAGA a una
amplificaciéon de 8. La cuantificacién de la actividad de
MMP-9 y MMP-2 se realiz6 midiendo las alturas de los
picos en mm. Se calculd la relacién entre las alturas de
ambas, por estar la fraccibn MMP-2 expresada
constitucionalmente en todos los fluidos bioldgicos y
servir como estandar interno 7.

RESULTADOS

Predominaron las personas del sexo femenino tanto en
los pacientes como en los controles. La edad promedio
fue de 40 afios.

Tabla 1. Distribucion de pacientes y controles por

edad y sexo.
Pacientes N Edad Sexo

F i
Confroles 21 414 +£136 011 10
Facientes EM | 31 41,7 £ 10,0 @ 23 a
B-F 18 398+ 7.6 15 ' 3
P-F 4 445+ 11,5 ' 4 0
S-F =) 44,3 £ 13,7 2

En la cuantificacién de las proteinas totales en pacientes
y controles se observaron diferencias entre las medias
en ambos grupos, los valores de proteinas totales en
LCR, fueron mayores en pacientes (25 %) que en
controles, teniendo en cuenta que no hubo diferencias
significativas entre la edad en ambos grupos.

Tabla 2. Proteinas totales en pacientes y controles.

Proteinas totales | M Media @ Desviacidn
del LCE{mg/dh estandar
Confroles 21 34,50 | 8,14
Facientes 31 43,75 | 15,07

f=2.565p=0.013

Todos los sujetos del grupo control presentaron un
patron electroforético normal, mientras que en los
pacientes el patron normal fue observado en el 61,3 %
(19 casos). Entre los patrones patolégicos predominé el
de bandas oligoclonales en un 22,6 % (7 casos), el
DBHE estuvo presente en 9,7 % (3 casos), mientras que
en DBHE y bandas oligoclonales se observo en 6,5 % (2
casos). En total se detectd la presencia de bandas
oligoclonales en 9 pacientes (29 %). No se observo el
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patron degenerativo en la electroforesis del LCR de los
pacientes.

La MMP-72 kDa (MMP-2), estuvo presente en el 100 %
de los controles y pacientes estudiados. La MMP-64 kDa,
que representa la forma activa de la MMP-2, estuvo en
bajo porcentaje de ambos grupos (14,3 y 9,7 %
respectivamente). La MMP-92 kDa (MMP-9) se encontrd
en el 61,3 % de los pacientes, mientras que en el grupo
control no se detectd. En solo un paciente se observo la
MMP-84 kDa.

Tabla No.3. Patron de metaloproteinasas en pacientes
y controles.

MAMP- MAMP- MNP rARP-92
64 kDa 72 kDa 24 kDa
kDa
Contro 0 14,2 %% 0 100 %% 0 %% 0 %
s (3 (21}
Pacien Q.7 %o 100 % 3,2 % 51,2 %
tes (2] (21) (1) (19

* ChiCuadrado = 20.28 p = 0.00001
Mota: Entre paréntesis numero de pacientes (W)

No se encontré asociacion (p > 0,05) entre las formas
clinicas de la EM y la presencia de MMP-9

Tabla 4. Presencia de MMP-9 en relacién con las
formas clinicas en pacientes con esclerosis multiple.

Formas rANAP-9
clinicas

(] =1
B-R 38,9 % (N 61,1 % (11
P-F S0 %6 (20 S0 %% (2
S-P 33,2 % (3 65,7 % (61
TOTAL 28,7 % (12 61,2 % {19%

Chi Cuadrado = 0,325, p = 0,05
Mota: Entre parentesis ndmero de pacientes

(M)

La MMP-9 estuvo presente en el 88,9 % de los paciente
que tenian patrones electroforéticos con bandas
oligoclonales, mas que en aquellos en los cuales no se
detectaron bandas, por lo que hay asociacion (p = 0,04)
entre MMP-9 y bandas oligoclonales.

Al comparar los resultados obtenidos entre pacientes con
tratamiento y sin tratamiento inmunomodulador: no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) entre el
DBHE y el tratamiento inmunomodulador, aunque se
aprecia una ligera diferencia; ni en la presencia de
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bandas oligoclonales; en los pacientes sometidos a
tratamiento inmunomodulador 88,89 % no presentaban
DBHE. La relacion entre la presencia de MM-9 y el
tratamiento  inmunomodulador, mostré diferencias
significativas: menos del 50 % de los pacientes con
tratamiento presentd actividad de MMP-9 en el LCR.

90+
80+
70+
60+

% 507 OBO

401 B DBHE

307 B MMP-9
20

104
0+

No Si

Tratamiento inmunomodulador

Gréafico 1. Presencia de bandas oligoclonales, dafio de
BHE y de MMP-9 en pacientes con EM de acuerdo al
tratamiento inmunomodulador.

DISCUSION

En los pacientes con EM no es frecuente el aumento
significativo de las PT, pero si pueden estar fuera del
rango normal, considerdndose que concentraciones
mayores de 100 mg/dL generalmente excluyen el
diagndstico de EM en el paciente ®®. Ningtn paciente de
los estudiados presentd valores por encima de 100 mg/
dL. En estudio anterior realizado en Cuba en 1998 en el
que nuestro laboratorio realiz6 las muestras de LCR,
encontramos la presencia de bandas oligoclonales en un
60 % de los casos, mientras que el DBHE solo en el 5 %
de los pacientes ©. Segun la literatura revisada, las
bandas oligoclonales, son un marcador de la enfermedad
gue se encuentra en entre un 60-80 % de los pacientes
con EM, aunque no son patognomoénicas de la
enfermedad ©® %3 Mientras que algunos estudios atin
permanecen sin precisar la variabilidad de la bandas
oligoclonales en relacién con el curso, severidad o
tratamiento de la EM @, y que ellas tienden a
mantenerse estables, pueden exhibir ligeras variaciones
individuales. El bajo porcentaje de bandas oligoclonales
encontradas en nuestro estudio pudiera relacionarse con
la menor severidad en la muestra estudiada, donde
predomind la forma clinica brote-remision. La presencia
de MMP-2 en el LCR de todos los controles y pacientes
concuerda con la literatura revisada, pues aunque ambas
han sido implicadas en la ruptura de la BHE, migracién
de leucocitos y destruccion de la mielina, el papel
fundamental de la MMP-2 estd relacionado con la
remodelacion de la matriz extracelular ®®. La presencia
de MMP-2 en el LCR se relaciona con su expresion
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constitutiva > !9, siendo la cuantia de su actividad y no
su presencia lo que se ha reportado que varia entre
pacientes y controles ?*3"_ La presencia de MMP-9 con
el diagnéstico de EM ha sido sefialado por otros autores,
en que han encontrado incrementos significativos de
MMP-9 en el LCR de pacientes con EM comparados con
sujetos sanos y pacientes con enfermedades
neurolégicas no inflamatorias, lo cual se relaciona con la
induccién de la expresion de MMP-9 por condiciones
proinflamatorias en pacientes con EM @492 Aunque
no se encontré asociacion entre las formas clinicas vy la
presencia de MMP-9, se demuestra que es un buen
marcador de la enfermedad, pero no distingue ninguna
de las 3 formas clinicas. Existen reportes de frecuencia
de MMP-9 en la forma brote-remision durante las
exacerbaciones de la enfermedad @ % 3 Fye
significativa la asociacion encontrada entre las bandas
oligoclonales y la presencia de MMP-9, asociacidon que

ISSN:1727-897X Medisur 2007; 5(1) Especial

habiamos encontrado en un estudio anterior “? y apoya
otro reportes “*3° que implican a la MMP-9 con las
alteraciones disinmunes, caracteristicas de esta
enfermedad. La presencia de bandas oligoclonales en el
LCR de pacientes con EM es frecuente y ha sugerido
fuertemente su relacion con los mecanismos
inmunoldgicos que participan en la fisiopatologia de la
enfermedad “7'*“Y_ El tratamiento inmunomodulador
no modific6 la presencia de bandas oligoclonales.
Mientras Rosenberg “®, tampoco encontré diferencias
significativas entre tratamiento inmunomodulador y
presencia de bandas oligoclonales, otros autores
reportan un 30 % de reduccion de las bandas
oligoclonales en tratamientos con esteroides.

Los resultados obtenidos apoyan la participacion de la
MMP-9 en los mecanismos inmunopatoldgicos en la EM y
su posible utilidad como marcador en el seguimiento de
esta enfermedad.
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