El rol de las METALOPROTEINASAS de la matrix en la curacion de
heridas

J Am Podiatric Med Assoc 92(1): 12-18, 2002) David G. Armstrong, DPM* Edward B. Jude,
MDt

*Director of Research and Education, Department of Surgery, Southern Arizona Veterans Affairs
Medical Center, Tucson

Se discute la estructura, clasificacion, funcion y regulacion de las metaloproteinasas de
la matriz en condiciones normales y cicatrizacion anormal.

Los resultados de los estudios clave sugieren que la metaloproteinasas 8de la matriz
derivada de neutréfilos (MMP-8) es la colagenasa predominante presente en la
cicatrizacion normal de las heridas, y que el exceso en la produccion y la activacion de
esta colagenasa puede estar involucrada en la patogénesis de las Ulceras crénicas de la
pierna, las que no sanan.

Excesiva actividad colagenolitica en estas heridas crénicas es posible a causa

de la reduccidn de los niveles de tejido inhibidor de la métalo-proteasa 1 (TIMP-1).

Sin embargo, hasta hace poco, no ha habido estudios que evaltan los niveles de

de las metaloproteinasas de la matriz o inhibidores tisulares de la actividad de la
metaloproteinasas en las heridas cronica del pie diabético. Mejorar los conocimientos
basicos e intervencion farmacéutica

en este ambito en Ultima instancia, puede ayudar a los médicos a identificar y

proactiva intervenir en un esfuerzo por prevenir que las heridas normales se conviertan
en cronicas. Esto puede evitar que la alta prevalencia de morbilidad asociada

con este significativo problema de salud.

La respuesta del cuerpo a una lesion tisular inicial es a la vez complejo y altamente
organizado (Fig. 1) .1 Esta respuesta se puede dividir en iniciacién (coagulacion),
inflamacion, proliferacion y maduracion. El desarrollo y la elaboracion de un coagulo
proporciona una hemostasia y la fundacion de lo que mas tarde formaran la matriz
extracelular de la herida. Esta matriz extracelular existe principalmente para facilitar la
migracion celular, la adhesion, contraccion de la herida, y epitelizacion.
Transformacidn, organizacion, y el mantenimiento de la matriz extracelular dependera
de varios altamente controlado procesos intracelulares y extracelulares.

Un principal agente de transformacion y mantenimiento es el grupo de enzimas
conocidas como metaloproteinasas de la matriz.

Metaloproteinasas de la matriz son las enzimas que pertenecen a la familia de
Metaloendopeptidasas que juegan un papel central en la curacion de la herida.

Cuando se estudio por primera vez durante la Segunda Guerra Mundial, la degradacion
de la matriz extracelular era mas importante para la industria del cuero que para la
industria biomeédica.

Mas de una generacion mas tarde, la biologia desarrollista y estructural equipararon las
metaloproteinasas de la matriz con potenciales e importantes procesos biomédicos.
Experimentos Anfibios demostraron que esta enzima digiere el coldgeno, una los
principales componentes de la piel.

Las metaloproteinasas de la matriz del tejido degradan varias sustancias en la matriz
extracelular, incluyendo el cartilago, tendones y fibrina, para facilitar la migracién de
las celulas, el depdsito de nueva matriz extracelular, y el desarrollo de nuevo tejido.
Por lo menos cuatro diferentes subconjuntos de las enzimas existentes en la familia de
las metaloproteinasas de la matriz: colagenasas, gelatinasas, stromelysinas, y



metaloproteinasas de tipo membrana.

Dieciséis metaloproteinasas de la matriz ya han sido identificadas y caracterizadas.
Cada una de estas enzimas tiene una especificidad para un diferente substrato.

Por lo tanto, estan involucrados en cualquier proceso que tiene que ver con la
reorganizacion del tejido, la inflamacion y remodelacion.

En un estado no patologico, la compleja interaccidn entre metaloproteinasas de la
matriz, otros receptores y mediadores que circulan en la matriz extracelular,

resultan en el mantenimiento notablemente eficiente de la matriz. El fallo de la
regulacion de estas metaloproteinasas de la matriz se ha correlacionado con numerosos
procesos patoldgicos incluyendo el crecimiento del tumor, artritis, aterogénesis,

enfisema y defectuosa curacion de la herida

El presente articulo se centra en la estructura, clasificacion, actividad temporal, funcion,
activacion e inhibicion de las cuatro clases de metaloproteinasas de la matriz, con
especial atencion dada a la normal cicatrizacion de heridas.

Figura 1. Camino de las heridas normales y cronicas. Adaptado de Nwomeh y cols

-
Tissue injury
. o
Fepeated trauma, infection,
hypoxia, malnutrition
i —
Acute (

inflamrmadticn
Meutrophil Activation of
proteasas macrophages
A e l
Dabridement Growth factors

h vy

Proliferation/
fibroplasia

Homeostasis of
proteases and inhibitors
3

Epithelialization,
matrix deposition,
angicgenssis,
tissue remodeling

)

~

Chronic e —
inflammation

Activation of Increased
macrophages neutrophils
. l .

¢~ Increased
inflammiatory
cytokines

Increased
reactive oxygen
specias Y.

Increased matrix
degrading proteases,
decreased protease
inhibitors

Y

Excessive matrix

degradation, degradation of

growth factors, impaired
epithelialization

!
[ o

"

—y



Caracteristicas Estructurales y funcionales

Las caracteristicas que hacen a las metaloproteinasas de la matriz Gnicas entre las
enzimas se pueden dividir en cinco areas principales:

e 1) presencia de un lon de zinc en el sitio catalizador,

e 2) lasecrecion desde la célula en forma inactiva,

e 3) una secuencia de aminoacidos extremadamente similares,

e 4) la especificidad para degradar al menos un componente de la matriz

extracelular, y
e 5) lainhibicion por los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas.

Todas las metaloproteinasas de la matriz son relativamente similares en la estructura
y poseen varios dominios comunes. La primera clave de dominio es el péptido
sefial, que apunta la molécula para la secrecién desde las células que la producen.-
Esta region de la molécula se rompe antes de la secrecion y generalmente no esta
presente en el proenzima inactiva. La segunda clave de dominio es el propéptido
de dominio. La escision de este dominio activa la enzima. El tercera region es el
dominio catalitico, que contiene una subregion para el zinc vinculante. EI domino
final es estructuralmente similar a la molécula de hemopexina, por lo que se refiere
como la hemopexina dominio. Las diferencias en este dominio modulan el
individual sustrato especifico de las metaloproteinasas de la matriz. Este dominio
esta presente en todas las metaloproteinasas de la matriz salvo en la
metaloproteinasa 7 (MMP-7

Caracteristicas por Subclase

Colagenasa. MMP-1, MMP-8 y MMP-13 son las Unicas

enzimas en los mamiferos con la capacidad de escindir la triple hélice del colageno
fibrilar.

La colagenasa Intersticial (MMP-1) parece tener una actividad preferente contra el
colégeno tipo IlI.

Colagenasa de los Polimorfonucleares (MMP-8) tiene una afinidad por el colageno
tipo I.

MMP-13 parece tener la capacidad Unica de clivar el colageno tipo I, tipo Il, y tipo
I1l. MMP-13 so6lo se ha aislado en ratas, en la matriz extracelular de los cartilagos
artriticos, en heridas cronicas, y en tejido 6seo fetal.-

Si bien todos las colagenasas tienen la capacidad Unica para romper el colageno
fibrilar, también son secundariamente activos frente a otros materiales en la matriz
extracelular.

MMP-1 y MMP-8 pueden degradar la gelatina y los tipos VII, VIII, X el colageno.-
La MMP-8 se almacena en granulos dentro de los neutréfilos y una vez activado se
puede liberar en segundos.

La MMP-1, por el contrario, debe ser transcrita por el gen adecuado. Por lo tanto,
hay una brecha significativa (cerca de 1/ 2 dia) entre la transcripcion y la secrecion
de esta colagenasa.

La funcion de la colagenasa durante la cura normal de la herida ha sido
relativamente mal definida por limitaciones metodolégicas en muchos estudios. La
mayoria de los modelos han utilizado el fluido de las ampollas de una herida por



guemadura quemadura o del drenaje postoperatorio (A menudo después de la
mastectomia). Sin embargo, recientemente Nwomeh et al utilizan extractos de
tejidos durante la curacion de las heridas normales, recogidos periddicamente en
un vendaje oclusivo. Este estudio, realizado en voluntarios humanos sanos, indicd
que los niveles de MMP-8 alcanz6 un maximo al 4° dia y persistié durante
aproximadamente 1 semana. Los niveles de MMP-1 no eran esencialmente
detectables hasta varios dias después de la herida, y alcanz6 un pico
aproximadamente a la 1 semana después de la MMP-8.

La MMP-8 fue mas notable en la herida en su punto mas alto (cerca de dos érdenes
de magnitud) en comparacion con el pico de concentracion de MMP-1.

A la vista de los datos anteriores, es posible plantear la hipotesis con respecto a un
mecanismo especifico de accion.

A las pocas horas después de herirse, los glébulos blancos (principalmente

neutréfilos) comienzan a infiltrarse en la herida durante la fase inflamatoria de la
curacion. Estos neutréfilos liberan numerosos factores y proteinas, incluida la MMP-8.
Puede ser postulado que la mayor concentracion de MMP-8 que es requerida en la
herida en este momento en comparacién con los valores de MMP-1, es debido a la gran
cantidad de desbridamiento y al dafio del tipo de colageno I presente (para los que
MMP-8 tiene una afinidad). Mas tarde, en la fase proliferativa de la curacion, el
colageno tipo Il pueden estar en mayor abundancia que la de tipo I, y en los requisitos
para la remodelacion a gran escala puede ser menos extensa. Esto puede explicar por la
concentracion relativamente baja de MMP-1 recogida y aislada en el estudio Nwomeh
et al.

La MMP-1 es producida y secretada predominantemente por las células presentes en la
etapas post-agudas de la cicatrizacion de la herida (fibroblastos, células endoteliales) .
Desde luego, una menor actividad de la colagenasa en presencia de una estable y
madura matriz puede permitir mejor la migracion de queratinocitos cuando la normal
herida se mueve hacia la epitelizacion.

Gelatinasas. Mientras que la MMP-1, MMP-8 y MMP-13 tienen afinidades diferentes
para los tipos de colageno | y 111, las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) clivan otros tipos
de colageno: tipos (1V, V, VIl y X), la elastina, las membranas basales, y el colageno
desnaturalizado.

Las gelatinasas también pueden actuar sinérgicamente con la familia de colagenasas
por otros tipos degradados de colagenos |, Il 'y 111 después de que se han sido
escindidos en la triple helix.

Las MMP-2 y MMP-9 son secretadas por diferentes células. MMP-2 es secretadas por
los fibroblastos, y la mas grande molecularmente MMP-9 se produce principalmente en
los leucocitos y quiza también por keratinocitos. En losa fluidos de las heridas por
mastectomia Aguda y mioplastia se han demostrado altos niveles de MMP-2 y MMP-9
cuando en comparacion con su circulacion en plasma, con una poca mayor
concentracion de MMP-9 que de MMP-2.

Esto seria coherente con una herida aguda llena de células inflamatorias. Como se
menciono anteriormente, MMP-9 es excretada por los neutrofilos, mientras que
MMP-2 es generalmente derivada de los fibroblastos.

En una herida escision o estudio zimograma gel de diversos componentes de la matriz
extracelular, Arumugam et al18 observaron que MMP-2 y MMP-9 persistieron incluso
después que la herida cerro, lo que sugiere que estas metaloproteinasas de la matriz




probablemente desempefian un papel importante en la remodelacion de la matriz (y
posiblemente de la cicatriz)

Por otra parte, Salo et Al evaluaron una serie de heridas agudas experimentales en la
mucosa oral, que demuestra que la MMP-2 se mantuvo estable durante la cicatrizacion
de heridas, mientras que la MMP-9 alcanzé su punto maximo entre los dias 2 y 4. Su
hipdtesis es que la MMP-9 fue no sélo producida durante la inflamacion sino quiza
también jugd un papel més adelante en la curacién y fue segregada por los
keratinocitos. En esencia, la MMP- 9 podian participar en varias areas clave de la
curacion de la herida, es decir, separado los keratinocitos anclados en la membrana
basal y en la remodelacion de la matriz extracelular, lo que podria permitir una mas
eficiente migracion celular.

Por el contrario, Makela et al. evaluaron cultivos de células de las heridas y se
encontré que los keratinocitos seguian creciendo y migrando cuando componentes
heterociclicos derivados del carbonato inhibieron a la MMP-9. Cuando MMP-2 fue
inhibida por anélogos de la tetraciclina, se produjo una reduccion drastica en la tasa
decrecimiento de los queratinocitos. Estos autores plantearon la hipotesis de que MMP-
2 juega un papel clave en el desprendimiento y la promocion de la migracion de
keratinocitos a lo largo de la matriz extracelular.

Claramente, esta es un area compleja donde las diferencias en el modelado de la herida
y las caracteristicas especificas del cultivo pueden alterar dramaticamente los
resultados, creando asi conclusiones potencialmente conflictivas.

Matrix Metalloproteinases.

Collagenases Gelatinases Stromelysins Membrane-type MMPs
MMP1 MMP2 MMP3 MMP14
MMPE MMPS MMP10 MMP15
MMPL13 MMP11 MMP1E

MMP17
Matrilysin Enamelysin Other MMP24
MMP7 MMP19 MMP25
MMP26 MMP21
MMP23A
Metalloelastase MMP23B
MMP28
Inhibitors Potential Inducers of Transcription
TIMP1 BSG
TIMPZ TCF20

TIMP3
TIMP4

(Nota del T.: Cuadro tomado de otro estudio)
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Estromelisinas.
(Stromelysins)

Debido a su amplia base de especificidad de sustrato, las estromelisinas (MMP-3,
MMP-7, MMP-10, MMP-11, y MMP-12) juegan un papel diverso en la degradacion de
la matriz extracelular.

Esta clase de metaloproteinasas de la matriz se ha asociado con degradacion de
colageno tipo 1V, V, IXy X; elastina; fibronectina y ciertos proteoglicanos, de MMP-3
y MMP-10 puede escindir el colageno tipo IV globular, pero no el colageno tipo 1V
hélice.

Esta forma se encuentra en la membrana basal de los vasos sanguineos. En
comparacion con otros miembros de su familia, MMP-7 muestra una alta afinidad a la
elastina y también para entactina, una proteina que puentea el colageno de la
membrana basal y a la laminina.

Si bien la literatura médica esta repleta de informes detallando las caracteristicas
estructurales y, en cierta medida, las propiedades funcionales de las estromelisinas, hay
poca investigacion sobre la actividad especifica temporal de estas enzimas en la
cicatrizacion de la herida normal humana. En un estudio longitudinal de las
guemaduras, Young y Grinnell17 indica que la MMP-3 alcanz6 su nivel maximo
algunos momento a partir del dia 4°. En un modelo de la herida excisional, Arumugam
et al encontraron que la MMP-3 solo se observé el dia 6, que coinciden directamente
con el inicio de la contraccion de la herida. Por lo tanto, la hipotesis de los autores

que la secrecion y la actividad posterior de MMP-3 puede desempefiar un papel en la
disolucién de coagulos durante este periodo de cicatrizacion de la herida normal, ya
que estromelisinas tienen la actividad de la mayor parte de los materiales contenidos en
el coagulo de la matriz.

Metaloproteinasas de la matriz tipo membrana

Si bien los miembros de esta clase de metaloproteinasas de la matriz

(MMP-14, MMP-15, MMP-16, y MMP-17) tienen ciertas caracteristicas unicas
estructurales, lo que las diferencia de todas las de membranas de otros de tipos de
metaloproteinasas de la matriz es que no son secretadas en la matriz extracelular. Mas
bien, existe en las membranas celulares y parecen funcionar mediante la union a

otras metaloproteinasas de la matriz activandolas o ayudando a localizar su actividad en
esa especifica membrana.

Por ejemplo, la MMP-14 se ha asociado con la union y activacion de la MMP-2
gelatinasas y MMP-9. Ademaés, la MMP-15 y MMP-16 también se unen a la
gelatinasas, pero no parece ser asi con la afinidad de la MMP-14.

Las MMP-18 y MMP-20.

Las MMP-18 y MMP 20-difieren suficientemente estructural y funcionalmente de otras
clases de metaloproteinasas de la matriz para evitar incluirlas en cualquiera otra clase.
La MMP-18 comparte 100% de homologia con la MMP-19, por lo que se ha
clasificado como la misma enzima.

La MMP-18 ha demostrado tener un minimo de actividad en contra de una forma
sintética designada como estromelisina substrate. Puede ser considerado desde el punto
de vista funcional si bien no estructural, relacionada con la stromelysins. La funcién de



la MMP-20, sin embargo, parece estar aislada de la destruccion de proteinas del esmalte
del diente durante el desarrollo.-

La activacion y desactivacion
La actividad de la Matrix metaloproteinasa parece estar controlada en tres niveles
bésicos.

e Laprimera es a nivel de genes por control transcripcional

e Lasegunda es a nivel molecular, al exigir los factores para convertir la
forma proenzima a la forma activa.

e El tercer nivel es a través de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas.

La Activacion, que es regulada por los inhibidores tisulares de la los inhibidores de
metaloproteinasa, y el papel de factores de crecimiento en la promocién y el retraso de
la metaloproteinasa de la matriz, la secrecion y su actividad, se analizan brevemente
a continuacion.

Las metaloproteinasas de la matriz son secretadas como proenzimas.

Para llegar a ser activas, estas estructuras requieren

division del propéptido dominante Todas las metaloproteinasas de la matriz
estan unidas a la membrana de la célula o son secretadas en el plasma.

La inactividad de la matriz metaloproteinasas es mantenida por una interaccion de la
cisteina residual en el propéptido dominante, con el lon zinc, el cual esta unido al
catalitico dominante. Van Wart et al identifico un posible modelo "interruptor de
cisteina" para la activacion de las metaloproteinasas de la matriz.

Este interruptor se activa cuando una enzima especifica cliva una parte del propéptido
dominante de la matriz metaloproteinasa. Una vez que el interruptor esté actuando,
varios otros procesos se puede ocurrir dando como resultado finalmente una enzima
activa. Tripsina, quimotripsina, plasma calicreina, plasmina, y algunos otras enzimas de
neutrofilos se han implicado en este proceso.

Uno de los métodos maés facilmente observables de la regulacion y la inactivacion de las
metaloproteinasas de la matriz es a travées de inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas.

Los Inhibidores tisulares se unen a las metaloproteinasas de la matriz y

forman complejos estables que son menos activos biolégicamente contra la matriz
extracelular.

Ostensiblemente, esto se logra oscureciendo o anulando la regidn catalitica de la
enzima. También ejercen su efecto para inactivar las metaloproteinasas de la matriz por
ralentizacion el proceso de activacion.

Las metaloproteinasas de la matriz son inducidas por varios factores de crecimiento,
incluyendo el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas, la interleucina 1, y el factor de necrosis tumoral alpha. Esto se logra
predominantemente a traves de la induccion del gen. Mientras estos factores de
crecimiento estimulan la produccion de metaloproteinasas de la matriz, el factor de
crecimiento transformante beta se ha demostrado que inhibe la produccion de ciertas
matriz metaloproteinasas través de la inhibicion de la transcripcion.

Algo parecido en cuanto a caracteristicas similares inhibitorias se han identificado
mediante el uso de retinoides y glucocorticoides.

Metaloproteinasas de la matriz en las heridas crénicas
Las heridas crénicas contienen alta actividad de la colagenasa.
En un estudio comparativo de heridas agudas y crénicas en los humanos, Nwomeh et al




encontraron diferencias claras en patrones de colagenasa entre estos grupos. Los
Patrones de las colagenasas en la cicatrizacion de heridas indicaron que MMP-8
aparecia en cantidades significativamente mayores que MMP-1. Las Ulceras crénicas
gue no cicatrizan se caracterizaron por niveles significativamente mas elevados tanto
de MMP-1y MMP-8, y por la disminucién de los niveles del inhibidor tisular de
metaloproteinasa 1 (TIMP-1), en comparacién con heridas que si cicatrizan.

Los niveles de MMP-1 y MMP-8 varian en gran medida en las Ulceras crénicas, a pesar
de que MMP-8 fue siempre la colagenasa predominante presente en estas heridas. En
este estudio, estuvieron presentes colagenasas casi exclusivamente en sus formas
inactivas en las heridas que curaban, mientras que las Ulceras que no sanaban poseia
importantes niveles de las formas activas de estas enzimas.

Sin embargo, en un estudio separado de heridas crénicas de la pierna que curaban y
las que no sanan, Harris et al no encontraron estadisticamente diferencias significativas
en la actividad de la colagenasa entre heridas que se curaron y aquellas que no.

Al revisar los resultados de ambos estudios, se puede postular con cierta seguridad que
la colagenasa MMP8 de los neutrofilos, es la colagenasa predominante presente en la
cicatrizacion de heridas normales y que la sobre-formacion y la activacion de esta
colagenasa pueden estar implicada en la patogénesis de las Ulceras cronicas que no
sanan. Ademas, el exceso de actividad colagenolitica en las Ulceras cronicas ha sido
posible en parte por la reduccion de los niveles del inhibidor TIMP-1.

Hasta hace poco, no ha habido estudios que evalten los niveles de actividad de la
metaloproteinasa de la matriz en crénica heridas del pie diabético. En un estudio de la
muestras con biopsia procedentes de Ulceras del pie diabético, Ulceras en las piernas
venosas, de piel sana, y la piel de pacientes con diabetes, Jude et al encontraron
produccion intensa de MMP-8 y TIMP-2 en todas las heridas crénicas, y la MMP-9
resulto ser particularmente fuerte en heridas venosas.

Las MMP-1 y MMP-8 se producian en condiciones piel normal, y en las células
epidérmicas de piel diabética sin inhibidores tisulares de metaloproteinasa sefialados por
la tincion en la piel no lesionada. Los investigadores concluyeron que la matriz
metaloproteinasa y la secrecion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa aparecen
elevados en heridas cronica.

Ademaés, pueden desempefiar un papel en la determinacion de la cronicidad de estas
heridas. Lobman et al reportaron hallazgos similares que indican que las ulceras del pie
diabéticos muestran incremento en la expresion de gelatinasa (MMP-2) en comparacion
con heridas traumaticas.

Si bien varias modalidades avanzadas de cicatrizacion de heridas, tales como factores de
crecimiento exdgenos y bioingenieria tisular tienen gran potencial en el tratamiento de
las enfermedades cronicas de heridas, la propia naturaleza del entorno de la herida
cronica puede ser hostil a la actividad éptima de estos los tratamientos.

Trengove et al identificaron una forma significativamente de mayor degradacion del
factor de crecimiento epidérmico en heridas cronicas y encontraron que el liquido de
heridas cronicas tenian 30 veces mayor actividad de las metaloproteinasas de la matriz
en comparacion con el liquido en heridas agudas.

La inhibicion excesiva en la formacion de la proteasa en estas heridas puede permitir
un estudio prospectivo del tratamiento en la cicatrizacion de heridas, si se trata de un
factor de crecimiento individual o toda una bioingenieria de la matriz, para alcanzar su
pleno potencial terapéutico.




Conclusion

La estructura, clasificacion, funcion y regulacion de las metaloproteinasas de la matriz
han sido discutidas brevemente.

Su papel en la herida normal y en anormal curacién no esta bien caracterizado. Sin
embargo, cualquier variacion desde la delicadamente orquestada secuencia de eventos
que tiene lugar durante el normal mantenimiento de la matriz extracelular pueden dar
lugar a una gran cantidad de indeseables resultados. Mejorar los conocimientos basicos
de esta area, sin duda, le ayudaran al clinico para identificar mejor los mecanismos
implicados en la cicatrizacion de heridas y de ese modo para intervenir de forma
proactiva para impedir que la normal herida se vuelva crénica.

En ultima instancia, esto evitara la innecesariamente elevada prevalencia de la
morbilidad asociada a este significativo problema de salud publica



