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NIVELES SERICOS DE
METALOPROTEINASA 9 (MMP-9) Y DEL INHIBIDOR
TISULAR DE MMP TIPO 1 (TIMP-1) EN PACIENTES
VENEZOLANOS CON ASMA O CON ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (EPOC)

Nancy Elizabeth Larocca G!, Dolores Moreno?, Jenny Garmendia®, Juan Bautista De Sanctis*

RESUMEN

Los niveles séricos de la metaloproteinasa (MMP) 9, enzima involucrada en inflamacion, y su contraparte, el inhibidor tisular de
la metaloproteinasas tipo 1 (TIMP-1), se encuentran significativamente (P < 0,01 ) incrementados en pacientes con asma o con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) en comparacion conlos grupos control del mismo rango etario. Elincremento
de ambos pardmetros se hace mds significativo en los pacientes severos de ambos grupos (P < 0,0001) y particularmente en
los pacientes con EPOC severo en comparacion con los asmdticos severos (P < 0,01). El incremento en los niveles séricos de
MMP-9 en relacion con severidad es mayor que lo observado para TIMP-1 en ambas patologias. Se concluye que los niveles
séricos de MMP-9 y TIMP-1 pueden ser un marcador importante para determinar severidad en estas enfermedades.
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ABSTRACT

Serum levels of metalloproteinase (MMP) 9, an enzyme involved in inflammation, and its counterpart, the tissue inhibitor of
metalloproteinases type 1 (TIMP-1) are significantly (P < 0.01) increased in patients with asthma or with chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) as compared with controls of the same age. The increase in both parameters is more significant (P
< 0.0001) in severe patients of both groups, and particularly in patients with severe COPD as compared to severe asthmatics
(P < 0.01). The increase in serum MMP-9 levels in relation with severity is higher than the observed values for TIMP-1 in
both diseases. It is concluded that serum levels of MMP-9 and TIMP-1 may be important markers to establish severity in
these diseases.
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INTRODUCCION

Las metalopreinasas de matriz(MMP) son una familia
de endopeptidasas, dependientes de zinc que degradan
proteinas de la matriz celular (V. Ellas son secretadas
como zimégenos (pro-MMP) que son activadas por
una variedad de proteinasas. Ellas son inhibidas por
inhibidores especificos de metaloproteinasas (TIMP) y
por a2 macroglobulina®?. Laregulaciénde laactividad
de las MMP es importante en el modelaje tisular,
crecimiento tumoral, metdstasis y en enfermedades
inflamatorias como el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC).

La MMP 9 (también conocida como gelatinasa B)
es secretada como un zimégeno de 92 kDa @ que se
activa por accién de la MMP-3 u otras proteinasas
bacterianas®. La actividad de MMP-9 puede ser
inhibida por la a2 macroglobulina or por el inhibidor
tisular de la metaloproteinasas tipo 1 (TIMP-1) que
une la pro-MMP-9 asi como la enzima activa ¥, La
pro MMP-9 es secretada por monocitos, macréfagos,
neutrdéfilos, keratinocitos, fibroblastos, osteoclastos,
condrocitos,células endoteliales y células tumorales .
La expresion es regulada por IL-13, TGF@1, PDGF y
TNFa. Los substratos de MMP-9 incluyen coldgeno
tipo I (gelatina), coldgenos nativos IV, V, VII, X y XI,
fibrin6geno, vitronectina, IL-1 y enactina -3,

Se han reportado niveles elevados de MMP-9 en
suero de pacientes con asma asi como en pacientes con
EPOC “; sin embargo, pocos trabajos han analizado
la relacién entre los niveles de MMP-9 con TIMP-1 en
ambas patologias. El objetivo del presente trabajo fue
determinar los niveles séricos de MMP-9 total, TIMP-
1 y su posible relacién con la severidad de estas dos
enfermedades respiratorias.

METODOS

Se realizé un estudio clinico de casos-controles,
descriptivo, transversal prospectivo en el que se
incluyeron 2 grupos de pacientes, 30 individuos adultos
con diagnéstico de asma y 30 individuos adultos con
diagnéstico de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC). Ambos grupos fueron seleccionados de una
poblacién de pacientes ambulatorios evaluados en la
Consulta de Neumonologia del Hospital Universitario
de Caracas de la Universidad Central de Venezuela.
Asimismo, se escogieron al azar 60 individuos adultos
sanos de la misma area geogréfica, no fumadores, sin

sintomas respiratorios o antecedentes de enfermedades
respiratorias y con espirometria normal. Los controles
se dividieron en dos grupos de edad similar a la de los
dos grupos de pacientes. Todos los individuos que
participaron en el estudio eran venezolanas mestizas.

Los pacientes reunieron los criterios clinicos y
espirométricos para diagndstico definitivo de Asma,
segun el Programa Nacional de Educacién en Asma
(NAEP,2007 y GINA)19y de EPOC segtn el documento
de consenso de la Asociacion Americana del Térax y
la Sociedad Respiratoria Europea (ATS/ERS,2004)1V
Se usaron los criterios de estos programas para definir
la severidad de los diferentes pacientes.

Acadaunodelos participantes en el estudio (pacientes
y controles sanos) se les realiz6 una espirometria
(Espirémetro MedGraphics Cardiorrespiratory
Diagnostic, Medical Graphics Corporation EE.UU
usando los valores predictivos de referencia de Crapo,
conmediciéndel volumen forzado en el primer segundo
(VEF)), capacidad vital forzada (CVF) y la relacion
VEF,/CVF en condiciones basales y posterior a la
administraciéon de broncodilatador (200 pig de salbutamol
inhalado).

El protocolo de investigacion para este estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de
Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela
y todos los individuos seleccionados para el estudio
firmaron el consentimiento informado.

Se colectaron dos muestras de sangre, una para
certificar valores hematolégicos normales, y el otro
para la obtencién de suero. La MMP-9 y el TIMP-1 se
cuantificaron empleando una técnica de ELISA en fase
sélida (R & D Systems, Inc.,Minneapolis, EE.UU). Los
estandares y las muestras fueron colocados dentro de
los pozos de la microplaca recubiertos con anticuerpos
monoclonales especificos. Se cuantificé en una placa
la MMP-9 total (MMP-9 activa mds pro MMP-9) y
en otra el TIMP-1 siguiendo las especificaciones de la
casa comercial. Se emplearon varios controles intra
e inter ensayo resultado las diferencia entre lecturas
inferior al 20 %.

Se utiliz6 la prueba de ANOVA de una via para el
andlisis de los resultados y se consideré significativa
la diferencia cuando el valor de P, por el pos-test de
Bonferroni era inferior a 0,05.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los pacientes y controles se
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describen en la Tabla 1. El grupo control se dividié en
dos,un grupo con edad promedio semejante aladel grupo
de pacientes con asma, y el grupo con edad promedio
semejante a la de los pacientes con EPOC. Los valores
de VEF1 % y VEFI1/CVF fueron significativamente
menores en los pacientes con respecto a sus respectivos
controles (P < 0,010). En contrapartida, los niveles
de MMP9 y TIMP-1 fueron significativamente mas
elevadosenasma (P<0,001 yP<0,01 respectivamente)
y EPOC (P <0,0001 y P< 0,001 respectivamente) con
respecto a los grupos control. Los niveles de MMP9 y
TIMP1 fueron significativamente mas elevados en los
pacientes con EPOC con respecto a los asmaéticos (P <
0,05). En ambos grupos, la relaciéon MMP9/TIMP-1
fue similar.

Paratratar de analizar el posible efectode laseveridad,
los grupos se dividieron segun la clasificacién de las
Asociaciones Americana y Europea de Neumonologia
como se muestraen las tablas 2 (asmaéticos) y 3 (EPOC).
Comoesdeesperarse,los nivelesde MMP9 incrementan
con la severidad del paciente en ambos grupos. En los
pacientes con asma moderada persistente, se comienza
a observar un incremento en los niveles de MMP-9 y
TIMP-1 manteniendo larelacion MMP9/TIMP-1 similar
a lo observado en pacientes con formas leves. Sin
embargo,en el grupo de pacientes severos el incremento
fue cercano al 300 % en MMP-9 y de 60 % en TIMP-1
y la relacién entre ambos parametros subid a 1.,6.

En semejanza a lo que se reporta en la Tabla 2, en la
Tabla 3, los niveles de MMP9 y TIMP-1 incrementan

Tabla 1

La tabla representa las caracteristicas generales de los grupos de controles y pacientes en el estudio. Se
observaron diferencias significativas, reportadas por * P < 0,05, ** P < 0,001 entre pacientes y controles

Variables Condicion clinica
Asma Controles (n=30) EPOC Controles
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Edad 38,3+ 16,1 35,1 +12,3 61.3+84 63,6 7,7
Mujeres (%) 70 67 60 60
VEF1 % pred 71,1 £ 12 3%* 110,1 £ 15,2 552 £ 12,2%* 98,3 +8,3
VEF1/CVF 60,1 + 10,8%* 855+42 51,1 £9,8%* 812+69
Indice de masa corporal (kg/m?) 28,2+4 3% 24.9+5.5 23.4+6,1 219+33
# Paquetes cigarrillo /afo 1,8+4.,6 42.5+12,7
Anos de evolucion 23,7+11,8 6,742
MMP-9 (ng/mL) 279 + 96%** 128 =32 387 + 148%** 113 +92
TIMP-1 (ng/mL) 175 £ 25% 115 +£28 262 + 62%* 96 +22
Tabla 2

Analisis de los niveles de MMP-9 y TIMP-1 en los sueros de pacientes asmaticos con diferentes caracteristicas
clinicas de severidad. Se observaron diferencias significativas en ambos parametros entre Moderada Persistente y
Leve Persistente * P < 0,01 y Severa Persistente y Leve Persistente ** P < 0,001

Severidad del asma bronquial N° MMP-9 TIMP-1 Relacion
(ng/mL) (ng/mL) MMP9/TIMP1
Leve intermitente 5 158 +42 147 £ 23 1,1 +0,3
Leve persistente 190 = 75 160 =52 12+02
Moderada persistente 10 256 + 78%* 208 + 38* 12+06
Severa persistente 10 418 £ 62%* 255 + 72%* 1,6+09
Total 30 279 + 96 175 £ 25 13x+1,1
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Tabla 3

Analisis de los niveles de MMP-9 y TIMP-1 en los sueros de pacientes asmaticos con diferentes caracteristicas
clinicas de severidad. Se observaron diferencias significativas entre solo para MMP-9 entre EPOC Moderado y Leve

P < 0,05, para ambos parametros entre Grave y Leve * P <0,001 y entre Muy Grave y Leve P < 0,0001

Severidad de la EPOC N° MMP-9 TIMP-1 Relacion
(ng/mL) (ng/mL) MMP9/TIMP1
EPOC leve 5 135+ 72 141 £ 23 09+03
EPOC moderado 10 225 + 115% 203 +76 1,1+06
EPOC grave 10 436 £ 52%* 308 + 61%* 14+06
EPOC muy grave 5 525 + 88k 385 + 82#** 14+08
Total 30 387 + 148 262 + 62 13+04

a partir del grupo con enfermedad moderada y en los
grupos de mayor gravedad, los niveles de MMP9
incrementan mas rapido quelos de TIMP-1. Los grupos
de pacientes al dividirse en dos segiin severidad muestran
diferencias significativas entre ambas patologias (P <
0,01 por ANOVA).

DISCUSION

Los niveles de metaloproteinasas han sido ttiles
para determinar el potencial efecto inflamatorio y de
remodelacion tisular en diversas patologias . En
asma y EPOC se han reportado niveles incrementados
de diversas metaloproteinasas en el esputo de pacientes
y se ha propuesto una relacién directa entre la
migraciéon neutrofilica en pulmén con el incremento
en metaloproteinas activas que es inversamente
proporcional a la funcién pulmonar y los valores de
FEV1®#9. Sin embargo, ambas patologias tienen
un efecto sistémico ineludible y en consecuencia la
determinacién sérica de metaloproteinasa y de su
inhibidor refleja el estado inflamatorio del paciente.

A pesar de que no se cuantificaron los niveles de
proteina MMP9 activa especifica, se pudo constatar un
incremento de la proteina total en el suero de pacientes
con asma o EPOC. Igualmente, se incrementaron los
niveles de TIMP-1 disparando la respuesta fisiologica
de control de esta proteasa. Llamativamente, los niveles
de MMP-9 se incrementaron mas rdpido que TIMP-1

en pacientes con asma severa en comparacion con los
pacientes con EPOC. Esta diferencia, significativa
en los pacientes severos, pareciera sugerir que los
mecanismos de control en pacientes con EPOC, a pesar
de la edad, estdn mas conservados que su contraparte,
pacientes asmaticos. Seria importante definir si el
patrén de respuesta obedece a mecanismos de control
propio a niveles transcripcional, pos transcripcional
o transduccional para orientar, de modo m4ds preciso,
la eficiencia terapéutica en estas patologias. Estudios
ulteriores son necesarios parademostrar este fenémeno.
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