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INTRODUCCION

En el tracto gastrointestinal, el tejido conectivo esta dis-
tribuido en las diferentes capas que constituyen la pared
del tubo digestivo. Tiene 2 funciones bdsicas: por un
lado, es un tejido de sostén que mantiene la estructura de
la pared y, por otro, facilita el aporte de nutrientes a los
diferentes elementos que constituyen las diversas capas.
El tejido conectivo estd constituido por 2 componentes:
a) el componente celular, formado fundamentalmente
por macréfagos, células mesenquimales, linfocitos y fi-
broblastos, y b) la matriz extracelular, constituida por fi-
bras de coldgeno, elastina, dcido hialurénico y proteogli-
canos.

Concepto

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son un conjunto
de enzimas dependientes del calcio y el cinc sintetizadas
por diferentes células del tejido conectivo, que fisiologi-
camente participan en la remodelacién de la matriz extra-
celular. Sin embargo, un aumento de su sintesis y de su
funcién puede dar lugar a la degradacion excesiva de sus
componentes y, por tanto, provocar una lesion tisular. Las
MMP se definen funcionalmente por las siguientes carac-
teristicas: a) dependencia del cinc e inhibicién por sus
quelantes; b) secrecién al espacio extracelular en forma
latente, requiriendo su activacién para su funcién; c¢) su
actividad esta regulada por inhibidores endégenos de las
MMP, llamados inhibidores tisulares de las metaloprotei-
nasas (TIMP).
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Clasificacion

Existen diferentes tipos de MMP segtin su peso molecular
y especificidad de sustrato!”’ y, aunque todas ellas tienen
un nombre descriptivo y un nimero, se ha propuesto divi-
dirlas en 3 grandes grupos: colagenasas, gelatinasas y es-
tromelisinas.

Las colagenasas, entre ellas la MMP-1 (colagenasa inters-
ticial) y la MMP-8 (colagenasa neutrofilica), tienen capa-
cidad de digerir coldgeno intersticial tipos I, I y III; las
gelatinasas, entre ellas una de 72 kDa (MMP-2 o gelati-
nasa A) y otra de 92 kDa (MMP-9 o gelatinasa B), pue-
den degradar coldgeno tipo IV y gelatina; y las estromeli-
sinas, entre ellas la MMP-3 (estromelisina 1), tienen una
especificidad de sustrato mayor que las anteriores y pue-
den degradar una gran variedad de componentes de la
matriz extracelular, como proteoglicanos, coldgeno tipo
IV, fibronectina y laminina®. Mds recientemente, se han
identificado las denominadas metaloproteinasas de mem-
brana, cuya funcién es la de activar las MMP liberadas al
espacio extracelular, particularmente la MMP-2 y la cola-
genasa 3%°. En la tabla I se resumen las MMP mejor co-
nocidas en funcién de su afinidad por el sustrato.

Estructura molecular de las metaloproteinasas

Todas las MMP tienen una estructura molecular similar:
a) tienen el dominio propeptidico, cuya funcién es mante-
ner la latencia de dichas enzimas hasta que se activan por
medio de alguna sefial bioquimica. De hecho, las MMP se
liberan como cimdgenos inactivos (proformas) que re-
quieren de un proceso proteolitico para su activacién y
necesitan, en muchos casos, la participacion de plasmi-
nal'®, elastasa!! o radicales de oxigeno'?; b) la regién cata-
litica de la enzima (zona por donde se fija el sustrato),
que estd compuesta por acido hidraxdmico y que requiere
la presencia de cinc para su funcidn, y c) la regién C-ter-
minal, intimamente implicada en el reconocimiento espe-
cifico del sustrato (fig. 1).
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TABLA 1. Clasificacion de las metaloproteinasas de matriz (MMP) en funcion de su afinidad por el sustrato

Familia de MMP Nombre Nimero Sustrato
Colagenasas Colagenasa intersticial MMP-1 Coldgeno tipos I, I y I1I
Colagenasa neutrofilica MMP-8
Colagenasa 3 MMP-13
Gelatinasas Gelatinasa A MMP-2 Coldgeno tipos IVy V
Gelatinasa B MMP-9
Estromelisinas Estromelisina 1 MMP-3 Proteoglicanos, laminina,
Estromelisina 2 MMP-10 fibronectina, coldgeno
Matrilisina MMP 7
@ KDa 1 2 3 4
100
Péptido P Dominio Dominio
sefal Propéptido catalitico C-terminal MMP-9
75
Fig. 1. Estructura molecular de las metaloproteinasas de matriz, donde
se puede diferenciar la region C-terminal, el dominio propeptidico y la
region catalitica de la enzima, que requiere el cinc para su funcion. proMMP-2
MMP-2
50

Inhibidores endogenos de las metaloproteinasas
o TIMP

La actividad de las MMP puede regularse en diferentes
niveles, pero el principal mecanismo de control es el blo-
queo de su actividad enzimética. Este puede llevarse a
cabo por la interaccién de las MMP con alguno de sus in-
hibidores fisiol6gicos, como la alfa-2-macroglobulina o
sus inhibidores end6genos (TIMP). El complejo resultan-
te de la unién de la MMP con su inhibidor es inactivo e
incapaz de fijar un sustrato. Los TIMP tienen capacidad
para inhibir la actividad de todas las MMP, pero cada uno
de ellos muestra una afinidad diferente para cada protea-
sa. Actualmente se reconocen 4 tipos de TIMP que son
capaces de unirse a la regién catalitica de la enzima e in-
hibir su accién’. Sin embargo, la vida media de los inhibi-
dores endégenos es muy corta, por lo que no se han utili-
zado en la prictica clinica.

METODOS DE DETECCION DE LAS
METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Las MMP son enzimas sintetizadas en los tejidos, por lo
que la obtencién de muestras en el mismo lugar donde se
produce la patologia es fundamental para que sea un fiel
reflejo de lo que sucede in vivo. Las MMP pueden estu-
diarse a diferentes niveles al tratarse de enzimas protei-
cas. A continuacién se exponen brevemente los métodos
diagndsticos utilizados con mds frecuencia.

Cimografia
Es una técnica que permite valorar la actividad enzimé-

tica de las MMP. Para ello hay que homogeneizar el te-
jido estudiado, realizar la extraccién proteica y poste-
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Fig. 2. Cimografia en homogeneizados de tejido colonico de ratones
con colitis inducida por dextranosulfato sodico a dia 5. La calle 1 co-
rresponde al control positivo con medio de cultivo de células HT-1080
(fibrosarcoma humano); la calle 2, a ratones control sin colitis, y las
calles 3y 4 corresponden a ratones con colitis. Se puede apreciar un
aumento de la actividad de las gelatinasas en los ratones con colitis in-
ducida por dextranosulfato sodico. MMP: metaloproteinasa de matriz.

riormente llevar a cabo una electroforesis en geles de
poliacrilamida suplementados con gelatina. Las enzimas
migraran en funcién de su peso molecular y, tras un pro-
ceso de revelado especial, su actividad gelatinolitica se
visualiza mediante la aparicién de una banda en el gel,
cuya intensidad dependerd proporcionalmente de su ac-
tividad. Dicha banda puede cuantificarse mediante un
sistema de lectura informdtico que permite la compara-
cién entre las muestras' (fig. 2). En muchas ocasiones,
los estudios cimograficos van dirigidos a identificar las
proformas de las MMP, puesto que con frecuencia las
enzimas se degradan muy rapidamente y son dificiles de
detectar en el gel.

Western blot

También denominada inmunoblot, es un método muy fia-
ble para detectar la expresion de un antigeno proteico.
Para ello hay que homogeneizar el tejido estudiado, reali-
zar la extraccién proteica y posteriormente llevar a cabo
una electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta técnica
permite identificar la proteina segiin su peso molecular
basdndose en su capacidad de interaccionar con un anti-
cuerpo especifico. La banda resultante de dicha interac-
cién puede cuantificarse mediante un sistema de lectura
informética'* (fig. 3).
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Retrotranscripcidn-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR)

La retrotranscripcion (RT) de ADN es la reaccién enzi-
matica mediante la cual se consigue la transformacién de
las moléculas de ARN mensajero (ARNm) en su corres-
pondiente forma complementaria de ADN (cADN). El
cADN obtenido puede amplificarse a través de la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR). La RT-PCR es,
por tanto, una técnica de amplificacién del ARN que per-
mite realizar un andlisis cuantitativo eficaz de la expre-
sién génica. Tras la homogeneizacion del tejido en estu-
dio, se realiza la purificacién del ARN mediante el uso de
extraccion fendlica basada en la mayor solubilidad de los
dcidos nucleicos en soluciones acuosas. Asi, mientras que
los lipidos y las proteinas quedan atrapados en la fase fe-
ndlica, la fase acuosa contiene a los polisacaridos y 4aci-
dos nucleicos. El ARN purificado de esta fase mediante
precipitacién con etanol se somete posteriormente a la re-
accion de RT y luego se amplifica por PCR para ser de-
tectado'.

Inmunohistoquimica

Es una técnica histolégica que permite estudiar la expre-
sién y la localizacién de una proteina en un determinado
tejido. Para ello, es necesario fijarlo en parafina y realizar
diferentes secciones en él. Posteriormente se emplearan
anticuerpos especificos que se unirdn al antigeno protei-
co, lo que puede observarse mediante microscopia dptica.
Sin embargo, no es una técnica muy util para la cuantifi-
cacion de la expresion proteical®,

METALOPROTEINASAS DE MATRIZ Y
ENFERMEDADES DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

Las MMP vy sus inhibidores endégenos se han relaciona-
do con diversas enfermedades del tracto gastrointestinal,
tales como el cancer digestivo, la enfermedad inflamato-
ria intestinal o la enfermedad celiaca.

Metaloproteinasas de matriz y cancer digestivo

Después de la transformacidn neopldsica, son necesarios
varios mecanismos celulares y moleculares para que se
produzca el rapido crecimiento tumoral y el desarrollo
de metéstasis. Entre ellos destaca la neovascularizacién
del tumor, la rotura de la membrana basal, con la subse-
cuente invasion de las células tumorales en la estroma, la
intravasacion en la circulacién linfitica o sanguinea y la
extravasacion y crecimiento tumoral a distancia. Se han
realizado varios estudios para tratar de identificar los fac-
tores genéticos implicados, asi como las proteinas respon-
sables de los diferentes cambios fenotipicos. En condicio-
nes fisioldgicas, existe un equilibrio entre las MMP y los
TIMP que participan en diferentes procesos, como la
migracién celular, el crecimiento fetal y la angiogénesis'’.
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Fig. 3. Western blot con anticuerpos especificos para la metaloprotei-
nasa de matriz 9 (MMP-9) en homogeneizados de tejido colonico de ra-
tones con colitis inducida por dextranosulfato sodico a dia 5 (calles 3-
5) y ratones sin colitis (calles 1y 2). Se puede apreciar una banda a la
altura de 92 kDa correspondiente a la expresion de la MMP-9 en los
ratones con colitis.

Sin embargo, un aumento de la sintesis y actividad de las
MMP puede dar lugar a la degradacién excesiva de los
diferentes componentes de la matriz extracelular. De he-
cho, se cree que las MMP, por rotura de las diferentes ba-
rreras fisioldgicas tisulares, son enzimas muy importantes
en el crecimiento tumoral y en el desarrollo de las metds-
tasis'’. En este sentido, se considera que la degradacion
de la matriz extracelular que rodea al tumor es un paso
fundamental para la invasién de las células neopldsicas, y
es la membrana basal, constituida fundamentalmente por
coldgeno tipo IV, la primera barrera que se opone a esta
invasién. Aunque al principio se supuso que las células
tumorales eran las dnicas productoras de las MMP, poste-
riormente se ha observado que muchas células del tejido
conectivo, incluidos fibroblastos y células inflamatorias,
pueden sintetizar y secretar MMP en respuesta a sefiales
enviadas por las propias células tumorales.

Uno de los primeros trabajos publicados en el que se esta-
bleci6 la participaciéon de las MMP en el desarrollo del
céncer lo realizaron Liotta et al'® a principios de la década
de 1980. A partir de la observacién de que uno de los pri-
meros pasos para la invasién tumoral era la protedlisis,
identificaron una gelatinasa involucrada en la invasién y
en el desarrollo de las metdstasis del melanoma. Con res-
pecto al tracto gastrointestinal, se han realizado diversos
estudios para identificar diferentes MMP en distintos pro-
cesos tumorales. En este sentido, se cree que un aumento
de la actividad y de la expresion de dichas enzimas puede
asociarse con un peor pronostico de la enfermedad. En un
estudio realizado por Sier et al'?, se demostré por cimo-
grafia un aumento de la actividad de la MMP-2 en el cédn-
cer gastrico y que dicha actividad estaba relacionada con
una disminucién de la superviviencia de los pacientes.
Mis tarde, Murray et al®* confirmaron estos resultados
empleando técnicas de western blot e inmunohistoquimi-
ca. De hecho, la MMP-2 se considera una MMP muy im-
portante para la invasién tumoral, especialmente en la de-
gradacién de la membrana basal?!, tal como se ha puesto
de manifiesto en estudios realizados en lineas de cultivos
celulares®. Estudios posteriores han demostrado la pre-
sencia de otras MMP en el cancer gastrico asociadas con
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la aparicién de nédulos linfaticos y la progresion de la en-
fermedad?-2®.

En el cancer colorrectal también se han realizado muilti-
ples estudios que han demostrado la participacién de las
MMP en el grado de invasion tumoral y en la superviven-
cia de los pacientes. Asi, Inoue et al?® demostraron una
asociacion entre la expresién de la MMP-1 y un peor pro-
nostico de la enfermedad, mientras que otros autores han
encontrado un aumento de la MMP-2, de la MMP-9 y de
la MMP-7 en pacientes con cancer de colon?**. Ademds,
también hay que tener en cuenta que en lesiones preneo-
plasicas, como los pélipos colénicos adenomatosos, se ha
observado un aumento de las MMP, lo que indicaria que
estas enzimas pueden participar en la capacidad de creci-
miento, de invasidn de la submucosa y de transformacién
neopldsica de los pélipos adenomatosos®+3.

En el cancer de eso6fago, se han realizado pocos estudios
hasta el momento, por lo que no conocemos con exactitud
el perfil de la expresién de las MMP en dicho tumor, aun-
que parece que la MMP-7 puede desempefar un papel
importante*3, En el cdncer pancredtico también se han
identificado diversas MMP**4°, y es uno de los primeros
tumores digestivos donde se han ensayado inhibidores
sintéticos de estas enzimas.

Por otro lado, polimorfismos genéticos en la regién pro-
motora de estas proteinas que producen un aumento de
sintesis de las MMP parecen estar relacionados con una
mayor agresividad tumoral. Asi, el polimorfismo genético
1G/2G de 1a MMP-1 se ha relacionado con una mayor ca-
pacidad metastdsica del cancer colorrectal*!, mientras que
el polimorfismo genético C/T de la MMP-2 se ha relacio-
nado con un aumento de la susceptibilidad de presentar
un adenocarcinoma de cardias*.

Inhibidores sintéticos de las metaloproteinasas

Dado que las MMP pueden desempefiar un papel impor-
tante en diversos procesos tumorales, se han desarrollado
répidamente varios agentes terapéuticos especificos capa-
ces de bloquear la actividad de estas enzimas de forma re-
versible y competitiva.

Datos preclinicos apoyan el empleo de inhibidores de las
MMP en el cancer gastrico y en el cancer de colon dise-
minado. El empleo del R-94138, un inhibidor especifico
de las MMP, redujo de forma significativa el niimero de
nédulos linfaticos metastdsicos en un modelo de cdncer
gastrico en ratén inducido por la implantacién de una li-
nea celular neopldsica®. En otro modelo experimental
animal de neoplasia gastrica con metdstasis hepaticas, el
empleo de un inhibidor selectivo de las MMP, el MMI-
166, junto con otros agentes antineopldsicos, redujo de
forma significativa el crecimiento y la diseminacién tu-
moral, en comparacién con los ratones tratados con mo-
noquimioterapia*. Por otro lado, el empleo del batimasta-
to o del MMI-166 en modelos animales de cancer de
colon disminuy6 el nimero de metdstasis hepéticas y el
grado de carcinomatosis peritoneal en los ratones tratados
frente a los controles*+, Sin embargo, hasta el momento
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no disponemos de estudios clinicos en humanos que veri-
fiquen esta hipétesis.

El marimastato, otro inhibidor de las MMP, se ha proba-
do en pacientes con neoplasia de pancreas avanzada, con
buena tolerancia y pocos efectos adversos*’. Sin embargo,
en un estudio publicado recientemente el marimastato,
administrado oralmente juntamente con gencitabina a pa-
cientes con cancer pancredtico irresecable, no mostré me-
joria en la supervivencia frente al empleo de gencitabina
y placebo™®. Por tanto, hasta el momento actual no existen
datos suficientes que apoyen el empleo de los inhibidores
de las MMP en pacientes con cancer de pancreas.

Metaloproteinasas de matriz y enfermedad
inflamatoria intestinal

Varias citocinas proinflamatorias, tales como la inter-
leucina 1 y el factor de necrosis tumoral alfa, pueden es-
timular la sintesis y liberaciéon de las MMP por parte de
células del tejido conectivo, como los macréfagos, fibro-
blastos o leucocitos polimorfonucleares, tal como se ha
demostrado en diversas enfermedades inflamatorias
como la artritis reumatoide® y la periodontitis®®. Una de
las primeras evidencias en la bibliografia de la participa-
cion de las MMP en la enfermedad inflamatoria intesti-
nal fue la aportada por Bailey et al*!. Por inmunofluores-
cencia indirecta con anticuerpos especificos frente a las
MMP observaron que existia un aumento de la expresién
de la MMP-9 en las células inflamatorias y de la MMP-1
en las zonas fibréticas en pacientes afectados de enfer-
medad de Crohn, ademds de un aumento de la MMP-1
en la lamina propia de los pacientes con colitis ulcerosa.
Mais tarde, Pender et al®? demostraron que la activacion
de los linfocitos T de la ldmina propia de un modelo in
vitro con tejido intestinal fetal humano mediante poke-
weed mitogen (PWM) producia una gran lesién tisular,
con pérdida de las vellosidades intestinales, asi como un
aumento de las MMP, fundamentalmente la MMP-3 de-
tectada por cimografia y western blot. Asimismo, en este
estudio se observo que el dafio tisular inducido por el
PWM se abolia al afiadir un inhibidor de las MMP y que
la adicién directa de MMP sobre el tejido intestinal pro-
ducia una lesioén tisular dependiente de la dosis similar a
la observada con el PWM. Ademds, en otro trabajo reali-
zado por el mismo grupo®® y en el mismo modelo, se de-
mostré que la estimulacion de los linfocitos T mediante
PWM se seguia de un notable aumento de las concentra-
ciones del factor de necrosis tumoral alfa, y que el em-
pleo de un anticuerpo antifactor de necrosis tumoral alfa
reducia de forma significativa los titulos de MMP y la le-
sién tisular intestinal.

Recientemente se han publicado diversos estudios que de-
muestran la presencia de concentraciones elevadas de
MMP en zonas intestinales inflamadas, en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal. Asi, Baugh et al** en-
contraron un aumento de la actividad y de la expresién de
la MMP-9 y de la MMP-2 mediante cimografia y western
blot, respectivamente, en pacientes con enfermedad de
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Crohn y colitis ulcerosa, siendo la MMP-9 la enzima mas
sobreexpresada en el tejido inflamatorio. Von Lampe et
al® también demostraron una importante sobreexpresion
de MMP-1 y MMP-3 mediante PCR en tejido colénico
inflamado en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal frente a sujetos sanos. Heuschkel et al’ encon-
traron una sobreexpresion de la MMP-3 en nifios con
enfermedad inflamatoria intestinal mediante RT-PCR
cuantitativa y western blot, mientras que el TIMP-1 per-
manecia inalterado. Ademds, en pacientes con pouchitis
se ha observado un aumento de la concentracién de la
MMP-1 y MMP-2 mediante enzimoinmunoanalisis, wes-
tern y northern blot, y que el tratamiento médico con me-
tronidazol durante 6 semanas reduce de forma significati-
va los valores de ambas enzimas y produce una mejoria
clinica e histoldgica™’.

Asimismo se ha demostrado un aumento de la actividad y
de la expresién de las MMP en diversos modelos anima-
les experimentales con colitis. Tarlton et al®® encontraron
un aumento de la actividad y de la expresién de las gelati-
nasas (MMP-2 y MMP-9) mediante cimografia e inmu-
nohistoquimica en el tejido lesionado en un modelo de
colitis transmural inducido en ratones inmunodeficientes.
Posteriormente, en un modelo de colitis distal en ratas in-
ducido por dextranosulfato sédico, también se observd un
aumento de la actividad y de la expresion de la MMP-9
mediante cimografia y western blo*®. En este dltimo mo-
delo, el empleo de un inhibidor de las MMP, el CGS
27023 A, redujo de forma significativa el grado de lesién
histolégica. Ademads, se han publicado otros estudios en
modelos experimentales de colitis donde el empleo de in-
hibidores de las MMP ha tenido un efecto terapéutico be-
neficioso%6!,

Otras enfermedades digestivas

La activacién de los linfocitos T de la 1amina propia de la
mucosa intestinal produce una destruccién importante de
las vellosidades mediada por la activacion de las MMP,
Por este motivo, se han estudiado las MMP en otras en-
fermedades digestivas donde los linfocitos T pueden de-
sempefiar un papel importante. Tal es el caso de la enfer-
medad celiaca. Asi, Daum et al®> demostraron un aumento
de la expresion de la MMP-1 y de la MMP-3 mediante hi-
bridacion in sifu en fibroblastos y macréfagos subepitelia-
les de biopsias de pacientes con enfermedad celiaca, junto
con una disminucién del coldgeno tipo I, lo que indicarfa
que la degradacion de la matriz extracelular puede ser un
mecanismo muy importante de lesion tisular en esta en-
fermedad.

Ademis, se han estudiado la actividad y la expresién de
las MMP en otras enfermedades inflamatorias intestina-
les, ya que las citocinas proinflamatorias pueden ser po-
tentes inductores de la sintesis de MMP. Tal es el caso de
la proctitis actinica, donde se ha observado mediante ci-
mografia e inmunohistoquimica un aumento de la MMP-
9y de la MMP-2 a las 2 y 6 semanas posradioterapia
como tratamiento del cdncer de préstata’.
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CONCLUSION

Las MMP son enzimas capaces de degradar la matriz ex-
tracelular del tejido conectivo, por lo que un aumento de
su actividad puede dar lugar a la destruccién tisular en di-
ferentes procesos patoldgicos digestivos. Por tanto, seria
razonable pensar en la utilizacién de inhibidores sintéti-
cos de estas enzimas para tratar de reducir la lesién del te-
jido o, en el caso de procesos neopldsicos, para intentar
disminuir la capacidad de invasién de las células tumora-
les. Datos preclinicos en modelos animales experimenta-
les apuntan a un efecto beneficioso de los inhibidores sin-
téticos de las MMP; sin embargo, hasta el momento
actual son pocos los estudios realizados en humanos y
ofrecen datos poco prometedores. Por tanto, hacen falta
mads estudios para determinar el efecto terapéutico de los
inhibidores de las MMP en las enfermedades gastrointes-
tinales en las que su implicacién se ha visto ampliamente
demostrada.
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