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Antecedentes y objetivo: Las enzimas metaloproteinasas de matriz (MMP) estan involucradas
en elremodelado tisular deletéreo asociado al danio de érganos diana de la enfermedad renal.
El objetivo de este estudio fue explorar la asociacién entre la caida de la funcién renal y la
actividad sistémica de la metaloproteinasa inflamatoria MMP-9 en el paciente hipertenso
con enfermedad renal crénica (ERC) leve-moderada.

Material y métodos: Se analizaron los niveles plasmaticos de MMP-9 activa, MMP-9 total, su
inhibidor tisular (TIMP-1), el cociente MMP-9/TIMP-1 y la interaccién entre MMP-9 y TIMP-1
en 37 pacientes hipertensos distribuidos segiin su tasa de filtracién glomerular estimada
(TFGe) en 3 grupos: > 90, 90-60 y 60-30 mL/min/1,73 m?.

Resultados: La MMP-9 total no fue diferente con respecto a la disminucién en la TFGe.
TIMP-1 estaba significativamente incrementado en los pacientes hipertensos con TFGe
entre 60-30 mL/min/1,73m? (p<0,01 versus>90mL/min/1,73m?). Estos resultados fueron
apoyados por la disminucién significativa de la interaccién MMP-9-TIMP-1 observada en
los pacientes con TFGe entre 60-30mL/min/1,73m? (p<0,01 versus>90mL/min/1,73 m?).
A pesar de la elevacién sistémica de TIMP-1 encontramos un incremento significativo de
MMP-9 activa en los pacientes hipertensos con TFGe entre 60-30 mL/min/1,73m? (p<0,05
y p<0,01 versus>90 y 90-60mL/min/1,73m?, respectivamente). Los niveles de TIMP-1,
MMP-9 activa e interaccién proteica MMP-9-TIMP-1 correlacionaron significativamente con
el deterioro de la funcién renal, lo cual no se observé para la MMP-9 total.
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Conclusiones: La progresiéon de la ERC, incluso en estadios donde la caida de la funcién renal
es aun moderada, se asocia con un aumento especifico de la actividad MMP-9, lo cual podria

considerarse como una potencial diana terapéutica.
© 2018 Sociedad Espafola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Association between renal dysfunction and metalloproteinase (MMP)-9
activity in hypertensive patients

ABSTRACT

Background and objective: Matrix metalloproteinases (MMPs) are involved in deleterious tissue
remodeling associated with target organ damage in renal disease. The aim of this study was
to study the association between renal dysfunction and activity of the inflammatory meta-
lloproteinase MMP-9 in hypertensive patients with mild-moderate chronic kidney disease
(CKD).
Material and methods: Plasmatic active MMP-9, total MMP-9, tissue inhibitor of MMP-9 (TIMP-
1), MMP-9/TIMP-1 ratio and MMP-9-TIMP-1 interaction were analyzed in 37 hypertensive
patients distributed by estimated glomerular filtration rate (eGFR) in 3 groups: > 90, 90-60 y
60-30 mL/min/1.73 m?.
Results: Total MMP-9 was not different as eGFR declines. TIMP-1 was significantly increased
in hypertensive patients with eGFR 60-30 mL/min/1.73 m? (P <.01 versus>90mL/min/1.73
m?). This relates to the significant decrease in the interaction between MMP-9-TIMP-1
observed in patients with eGFR 60-30 mL/min/1.73 m? (P<.01 versus>90 mL/min/1.73 m?).
Despite the systemic elevation of TIMP-1, active MMP-9 was significantly increased in
hypertensive patients with eGFR 60-30 mL/min/1.73 m? (P<.05 and P<0.01 versus>90 and
90-60 mL/min/1.73 m?, respectively). TIMP-1, active MMP-9 and MMP-9-TIMP-1 interaction
significantly correlate with the decline in renal function, which was not observed with total
MMP-9.
Conclusions: The progression of CKD, even in stages where the decline of renal function is
still moderate, is associated with an increase in MMP-9 activity, which could be considered
as a potential therapeutic target.
© 2018 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

farmacolégico y la implementacién del mismo cuando es
necesario para mantener unas cifras de PA adecuadas.
Las alteraciones histolégicas en la ERC asociadas con la

Enlos Ultimos anos se ha evidenciado que en el paciente hiper-
tenso persiste un elevado riesgo residual tanto cardiovascular
(CV) como renal mantenido en el tiempo®?. En este sentido,
estudios realizados por diferentes grupos de investigacién®°
han puesto de manifiesto que el marcador renal clasico de
dafio de 6rgano diana, albuminuria, puede aparecer en pacien-
tes hipertensos esenciales incluso bajo tratamiento crénico
antihipertensivo con bloqueo del sistema renina angiotensina.
Por ejemplo, recientemente se ha demostrado que la dismi-
nucién de la tasa de filtracién glomerular estimada (TFGe) y
la presencia de albuminuria se asocia de manera significativa
con un incremento sustancial de la presién arterial (PA) sist6-
lica nocturna (probablemente uno de los fenotipos asociados a
mads riesgo CV), especialmente en aquellos estadios de enfer-
medad renal crénica (ERC) moderada-severa (estadio 3-5)°.
Todos estos datos evidencian que el riesgo renal del paciente
hipertenso no se detiene, a pesar del adecuado tratamiento

presencia de hipertensién son principalmente glomeruloes-
clerosis, fibrosis intersticial y arteriosclerosis?, todas ellas
facilmente detectables en estadios avanzados de la ERC.
Sin embargo, usando biomarcadores especificos detectados a
nivel sistémico podriamos detectar procesos de remodelado
deletéreo y fibrosis que se asocian a la progresién del dano
del eje cardiovasculorrenal en estadios mas tempranos de la
enfermedad renal. En este sentido, las enzimas metalopro-
teinasas de matriz (MMP) y sus inhibidores tisulares (TIMP)
tienen un papel muy relevante al estar implicados direc-
tamente en el remodelado de la matriz extracelular (MEC),
mecanismo crucial para el desarrollo y la progresién de la
ERC. Ademdas MMP y TIMP funcionan como biomarcadores
cuya alteracién en sus niveles de concentracién y/o actividad
sistémica se asocia con procesos inflamatorios y de remode-
lado deletéreo en el eje cardiovasculorrenal’~'?. En concreto,
cambios en la actividad de la isoforma MMP-9 inducible estan


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

186 NEFROLOGIA 2019;39(2):184-191

implicados en alteraciones estructurales del tibulo renal y del
glomérulo, especialmente en estadios de ERC avanzada donde
una importante fibrosis renal aparece’®. Sin embargo, mucho
menos es conocido sobre la implicacién de esta metalopro-
teinasa inducible MMP-9 en estadios mas tempranos de ERC,
especialmente dentro de un contexto hipertensivo. Por todo
ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar de forma compa-
rativa los niveles circulantes totales de MMP-9 y su inhibidor
tisular TIMP-1 con el nivel de interaccién real entre ambas
proteinas y la cantidad de MMP-9 realmente activa en pacien-
tes hipertensos con disminucién leve-moderada de la funcién
renal.

Métodos
Poblacién de estudio

En este estudio se incluyeron 37 pacientes mayores de 18 anos
y con hipertensién primaria esencial de la Unidad de Hiperten-
sién del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario 12 de
Octubre de Madrid. Se consideré paciente hipertenso esencial
aquel con valores de PA sistdlica/diastélica >140/90 mm Hg
medida en consulta siguiendo las guias europeas para el
manejo de la hipertensién arterial***°. Los pacientes con dia-
betes mellitus o hiperaldosteronismo primario se excluyeron
del estudio. La TFGe se calculé por medio de la férmula
CKD-EPI'®, y los pacientes se distribuyeron de acuerdo a
su TFGe en 3 grupos: 1)> 90 ml/min/1,73m?; 2) entre 90 y
60ml/min/1,73m?; y 3) entre 60 y 30ml/min/1,73m?>%. Se
determiné la PA en consulta (esfigmomandémetro semiauto-
matico de Omron) y por monitorizacién ambulatoria de la
PA (monitor Spacelabs Healthcare ABPM 90207/17). Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado antes de su
inclusién en el estudio. El estudio se aceptd por el Comité
de Etica del Hospital Universitario 12 de Octubre y se realizé
siguiendo los principios de la Declaracién de Helsinki.

Valoracién de la concentracién de enzima
metaloproteinasa de matriz-9 total, su inhibidor tisular-1
y enzima metaloproteinasa de matriz-9 activa mediante
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

La concentracién plasméatica de MMP-9 y TIMP-1 total
se determiné mediante kits comerciales de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) siguiendo las espe-
cificaciones del fabricante (Quantikine®, R&D Systems). Segin
las especificaciones del fabricante el ELISA para la MMP-9
humana total (DMP900) tiene una sensibilidad de 0,156 ng/ml
con un coeficiente de variabilidad intraensayo de 2,3% e inte-
rensayo de 7,5%. Del mismo modo, el ELISA para el TIMP-1
humano total (DTM100) tiene una sensibilidad de 0,08 ng/ml
y un coeficiente de variabilidad de 4,4% y 4,2% intra e inte-
rensayo, respectivamente. La estimacién de la interaccién
entre MMP-9 y TIMP-1 se determiné de forma indirecta calcu-
lando el cociente MMP-9/TIMP-1. La cantidad de MMP-9 activa
en las muestras plasmaticas de los pacientes se determind
mediante un kit comercial especifico, con una sensibilidad
de 0,005ng/ml siguiendo las especificaciones del fabricante
(QuickZyme Biosciences).

Andlisis especifico de la interaccién enzima
metaloproteinasa de matriz-9 total-inhibidor tisular-1 por
inmunoandlisis mediante tecnologia AlphaLISA

Para ello se emple6 un inmunoanalisis utilizando la tecnolo-
gia AlphalLlSa (PerkinElmer), disefiado y puesto a punto por
nuestro grupo de investigacién para medir especificamente
la interaccién proteica entre MMP-9 y TIMP-1 en muestras
de plasma (para mas detalle ver el protocolo recientemente
publicado®).

Andlisis estadistico

Las variables continuas se compararon mediante el test «t» de
Student o el ANOVA unidireccional con el test de Newman-
Keuls, y las variables no paramétricas se compararon con la
prueba de Kruskal-Wallis. Las variables categéricas se com-
pararon con el test exacto de Fisher. Las correlaciones se
calcularon con el coeficiente de correlacién de Pearson. Para
el andlisis de datos se uso6 el software GraphPad Prism 6.
Los datos se representan como media =+ error estandar de la
media, y la significacién estadistica se consideré para p <0,05.

Resultados
Caracteristicas demogrificas y pardmetros bioquimicos

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas,
clinicas y bioquimicas de los pacientes hipertensos esencia-
les incluidos en este estudio divididos en funcién del estadio
de ERC mediante la TFGe en: 1) TFGe >90ml/1,73 min/m?; 2)
TFGe 90-60ml/1,73min/m?; y 3) TFGe 60-30ml/1,73 min/m?.
No hubo diferencias significativas en el IMC, en el colesterol
total, ni en los niveles de HDL, LDL o triglicéridos entre los
diferentes grupos de pacientes. En la tabla 1 también se mues-
tran los datos de PA medida tanto en oficina, como mediante
monitorizacién ambulatoria de la PA de 24 horas, variables
que no fueron diferentes entre los 3 grupos de pacientes de
estudio. No hubo diferencias significativas por la frecuencia
ni por el tipo de medicacién antihipertensiva (IECA o ARA)
ni hipolipidemiante (estatinas). Las diferencias significativas
encontradas fueron en edad (p <0,001), en los niveles de crea-
tinina sérica (p<0,001) y en el cociente albimina/creatinina
(p=0,002).

Perfil de marcadores de remodelado deletéreo relacionados
con la actividad de la metaloproteinasa proinflamatoria
enzima metaloproteinasa de matriz-9

La concentracién circulante de MMP-9 total no fue diferente
segiin avanza la ERC en los pacientes hipertensos del estudio
(fig. 1A). Por el contrario, la concentracién total circulante de
su inhibidor tisular TIMP-1 fue significativamente mayor en
aquellos pacientes hipertensos que tenian una TFGe entre
60-30ml/min/1,73m? en comparacién con los que tenian
una TFGe>90ml/min/1,73m? (p<0,01[fig. 1B]). El cociente
entre los niveles totales de MMP-9 y TIMP-1 detectados,
MMP-9/TIMP-1, ampliamente utilizado en la investigacién
preclinica como estimador indirecto de la actividad MMP-9, no
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Tabla 1 - Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes incluidos en el estudio

>90 (n=12) 90-60 (n=17) 60-30(n=28) Valor de p
Género masculino (%, n) 42 (5) 59 (10) 88 (7) 0,123
Edad (aios) 59,3+9,2 62,7+9,0 74,6 +£4,9"" <0,001
IMC (kg/m?) 29,0+4,4 28,4+2,4 29,7 +4,2 0,676
TFGe (ml/min/1,73 m?) 97,6 +4,6 78,1+8,7" 45,0+£11,1" <0,001
Creatinina en suero (mg/dI) 0,708 40,122 0,934 40,128 1,514 +0,299""" <0,001
Albtimina/creatinina (mg/q) 31,4 (10-115) 12,8 (2-41) 392,1 (64-1.641)" 0,002
PAS clinica (mm Hg) 129,7 £15,7 136,2 +16,2 141,5+30,2 0,417
PAD clinica (mm Hg) 81,8+38,8 85,6+9,4 85,8+16,9 0,614
PAS 24h (mm Hg) 125,9+14,7 124,1+10,3 123,0+£10,6 0,932
PAD 24 h (mmHg) 79,2+ 10,6 75,7 +9,9 73,6+9,9 0,463
Colesterol (mg/dl) 180,4+22,9 190,5 + 33,5 169,0+ 25,2 0,222
HDL (mg/dl) 57,8+ 16,8 50,2+ 12,0 48,6+5,8 0,207
LDL (mg/dl) 101,5+23,9 115,8+28,8 96,8+19,9 0,267
Triglicéridos (mg/dl) 105,8 +47,2 130,0+62,5 117,5+39,0 0,491
Estatinas (%, 1) 92 (1) 65 (11) 75 (6) 0,145
IECA (%, n) 25 (3) 18 (3) 13 (1) 0,770
ARA (%, n) 58 (7) 76 (13) 75 (6) 0,909

Los pacientes han sido divididos en funcién de su TFGe (ml/min/1,73 m?). ARA: antagonistas del receptor de angiotensina; IECA: inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina; HDL: lipoproteinas de alta densidad (high density lipoproteins); LDL: lipoproteinas de baja densidad (low
density lipoproteins); n: nimero de pacientes; PAD: presion arterial diastélica; PAS: presién arterial sist6lica; TFGe: tasa del filtrado glomerular
estimado.

* p<0,001 vs pacientes con TFGe >90ml/min/1.73m?.

** p<0,01 vs pacientes con TFGe entre 90-60m/min/1.73m?.

*** p<0,01 vs pacientes con TFGe >90ml/min/1.73m?2.

**** p<0,05 vs pacientes con TFGe entre 90-60m/min/1.73m?.

e p<0,001 pacientes con TFGe entre 90-60m/min/1.73m?.
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Figura 1 - Concentraciones plasmaticas de MMP-9 total (A), TIMP-1 (B) y el cociente MMP-9/TIMP-1 como indicador indirecto
de la actividad MMP-9 (C) en los pacientes hipertensos con TFGe > 90, entre 90-60 y entre 60-30 ml/min/1,73 m2. *p <0,01 vs.
pacientes con TFGe >90 ml/min/1,73 m2.
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Figura 2 - Interaccion proteica entre MMP-9 y su inhibidor
tisular TIMP-1 analizado mediante alphaLISA (A) y MMP-9
activa (B) en las muestras de plasma de los pacientes
hipertensos con TFGe > 90, entre 90-60 y entre
60-30ml/min/1,73 m?2.

* p<0,05 vs pacientes con TFGe >90ml/min/1.73m?2.
**p<0,01 vs pacientes con TFGe >90ml/min/1.73m?2.

fue diferente entre los pacientes hipertensos de los 3 grupos
(fig. 1C). Ademas, apoyando estos resultados encontramos
una disminucién significativa en la interaccién proteica real
entre MMP-9-TIMP-1 a nivel sistémico, medida mediante
tecnologia alphalISA, en los pacientes hipertensos con TFGe
entre 60-30 ml/min/1,73 m? en comparacién con aquellos con
una TFGe>90ml/min/1,73m? (p<0,01 [fig. 2A]). Cuando se
estimaron de manera especifica los niveles circulantes de la
isoforma MMP-9 activa se comprobé que eran significativa-
mente mayores en los pacientes hipertensos con TFGe entre
60-30 ml/min/1,73 (fig. 2 B), en comparacién con aquellos con
una TFGe entre 90-60 ml/min/1,73m? (p <0,01) o aquellos con
una TFGe >90ml/min/1,73 m? (p <0,05).

Asociacion entre funcién renal y activacion de enzima
metaloproteinasa de matriz-9

No se observé que existiera correlacién entre los niveles circu-
lantes totales de MMP-9 y la disminucién de la funcién renal
mediante la TFGe (r=0,198, p=0,313 panel [fig. 3A]). Por el

contrario, la TFGe correlacioné de forma negativa y significa-
tiva con la concentracién total de TIMP-1 (r=-0,722, p>0,001
[fig. 3B]). Ademads, se observé una correlacién significativa y
positiva entre la TFGe y la interaccién proteica entre MMP-9-
TIMP-1 (r=0,499, p=0,002; [fig. 3 C]), de tal forma que a medida
que la TFGe disminuye existe una menor interaccién entre
MMP-9y suinhibidor TIMP-1. Por el contrario, la concentracién
de la isoforma MMP-9 activa correlacion6 de manera significa-
tiva y negativa con la TFGe (r=-0,531, p=0,001 [fig. 3 D]). Por lo
tanto, a medida que la funcién renal disminuye la cantidad de
TIMP-1 se eleva y, a pesar de ser este un inhibidor fisiolégico de
MMP-9, este no interacta con esta enzima, favoreciendo que
la actividad de esta metaloproteinasa proinflamatoria se vea
incrementada. Tras ajustar todos estos pardmetros de remo-
delado por el sexo y/o la edad de los pacientes, solamente los
parametros TIMP-1 total o MMP-9 activa mantuvieron estas
correlaciones significativas (tabla 2).

Discusion

En este trabajo hemos analizado la relacién entre la dis-
minucién leve-moderada de la funcién renal y los niveles
circulantes de MMP-9 y su inhibidor TIMP-1 en pacientes
hipertensos esenciales controlados farmacolégicamente. Los
resultados que hemos obtenido muestran que la actividad
de la MMP-9 (fig. 2B), pero no su concentracién total sis-
témica (fig. 1A), se incrementa a medida que la funcién
renal va disminuyendo (fig. 3C y tabla 2), siendo esta acti-
vidad significativamente mayor en los pacientes hipertensos
con TFGe entre 60-30 ml/min/1,73 m? en comparacién con los
estadios previos con TFGe entre 90-60 o>90ml/min/1,73 m?
(fig. 2B). Sorprendentemente, esta mayor actividad de MMP-9
se acompana con un incremento sistémico de la concen-
tracién de su inhibidor TIMP-1 a medida que la funcién
renal disminuye (fig. 3B), siendo la concentracién total de
TIMP-1 significativamente mayor en los pacientes hiperten-
sos con TFGe entre 60-30ml/min/1,73m? en comparacién
con aquellos con TFGe >90 ml/min/1,73m? (fig. 1B). A pesar
de tener més concentracién total circulante de TIMP-1 a
medida que la funcién renal disminuye, comprobamos que
existia una disminucién de la interaccién proteina-proteina
MMP-9-TIMP-1 (fig. 2B), siendo esta interaccién proteica sig-
nificativamente menor en los pacientes hipertensos con TFGe
entre 60-30ml/min/1,73 en comparacién con aquellos con
TFGe >90ml/min/1,73m? (fig. 2mA). Estos datos sefialan que
a pesar de tener més TIMP-1 circulante en los pacientes con
TFGe entre 60-30 ml/min/1,73m?, este no estd ejerciendo su
capacidad inhibitoria sobre MMP-9, ya que no esta interaccio-
nando con ella, lo cual significa que efectivamente MMP-9 estd
maés libre de su inhibidor TIMP-1, y por lo tanto mas activa, a
medida que la ERC avanza.

Las enzimas MMP son una extensa familia de endopepti-
dasas capaces de controlar la sintesis y degradacién de los
componentes que forman la MEC, regulando de esta forma el
proceso de remodelado y fibrosis de diferentes érganos diana,
tanto en la enfermedad CV como en la renal’®?°. Concre-
tamente, la isoforma MMP-9 es una enzima gelatinasa que
se activa fundamentalmente en respuesta a procesos infla-
matorios, lo cual tiene como consecuencia la degradacién de
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Figura 3 - Asociacion entre la disminucion de la funcién renal (estimada mediante TFGe) y la concentracion plasmatica de
MMP-9 total (A), TIMP-1 (B), la interaccién proteica entre MMP-9 y su inhibidor tisular TIMP-1 (C), MMP-9 activa (D).

Tabla 2 - Correlaciones parciales entre la TFGe y las variables de estudio ajustadas por el sexo y/o la edad

Modelo 1 Modelo 2

Modelo 3

MMP-9 total

TIMP-1 total
MMP-9/TIMP-1
Interaccién MMP-9-TIMP-1
MMP-9 activa

r=0,123; p=0,541
r=-0,764;p<0,001
r=0,397; p=0,040
r=0,476; p=0,003
r=-0,514; p=0,002

r=0,135; p=0,503
r=-0,468;p=0,014
r=0,255; p=0,199
r=0,218; p=0,202
r=-0,471; p=0,006

r=0,007; p=0,974
r=-0,545; p=0,004
r=0,129; p=0,529
r=0,143; p=0,411
r=-0,441; p=0,012

Modelo 1: ajustado por sexo; modelo 2: ajustado por edad; modelo 3: ajustado por sexo y edad.

diferentes componentes de la MEC que son sus sustratos,
fundamentalmente coldgeno tipo 1v y elastina’!. La altera-
cién de los componentes de la MEC estd implicada en la
progresién de la ERC. Estados avanzados de ERC se caracteri-
zan por una pérdida severa de la funcién renal, acompanados
frecuentemente con alteraciones estructurales como la pre-
sencia de fibrosis intersticial renal y de glomerulosclerosis??,
ambas facilmente detectables mediantes pruebas histolégicas
y de imagen. Asociado a este dafo estructural existe un patrén
diferencial de expresién y/o actividad de biomarcadores impli-
cados en remodelado como la MMP-9. A nivel glomerular,
la infiltracién de células inflamatorias, la liberacién de cito-
quinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y de citoquinas profibréticas como el factor de
crecimiento beta (TGF-B), asi como la liberacién de especies
reactivas de oxigeno, incrementan la sintesis y actividad de
MMP-9, en una primera instancia como mecanismo com-
pensador para degradar el exceso de sintesis de coldgeno,

y por lo tanto para evitar la aparicién de fibrosis renal®.
Sin embargo, segin avanza la ERC la actividad de MMP-9
comienza a disminuir, lo cual hace que se agrave ain mas el
cimulo de componentes en la MEC, y por lo tanto la fibro-
sis renal, la cual es ya en este punto de dificil reversién.
Sin embargo, ¢qué ocurre con la participacién de la MMP-
9 en estadios previos de ERC antes de que la disfuncién
renal sea severa? ;A partir de qué estadio de desarrollo de
ERC la MMP-9 tiene un papel? ;Podria MMP-9 servir como
un biomarcador temprano de remodelado antes que la fibro-
sis renal sea detectada? En este estudio observamos que
MMP-9 se encuentra significativamente mas activa en pacien-
tes hipertensos controlados que presentan una TFGe entre
60-30ml/min/1,73 m?, en comparacién con los estadios pre-
vios (90-60 y>90ml/min/1,73m?). Es muy llamativo que no
encontremos diferencias en la expresién total circulante de
MMP-9 y si en TIMP-1, lo cual haria pensar que si estima-
mos de manera indirecta la actividad de MMP-9, utilizando el
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cociente MMP-9/TIMP-1, este no es diferente, y por lo tanto
la MMP-9 no estaria activa en los pacientes que presentan
una TFGe entre 60-30ml/min/1,73m?2. Sorprendentemente,
midiendo adecuadamente la actividad de MMP-9 y la inte-
raccién real entre MMP-9 y TIMP-1 con un nuevo ensayo
desarrollado por nuestro grupo de investigacién®'’ que utiliza
la tecnologia AlphaLISA®, obtuvimos que los pacientes hiper-
tensos que presentan una TFGe entre 60-30 ml/min/1,73 m?
tienen significativamente mas activa la MMP-9. Estos resulta-
dos senalan que probablemente el papel de la MMP-9 se esté
subestimando en muchas circunstancias patolégicas, ya que
en la gran mayoria de estudios de investigacion preclinica la
actividad de esta enzima no se tiene en cuenta determinan-
dose solamente su concentracién total sistémica'’. Una mayor
actividad de MMP-9 en estadios relativamente tempranos de
ERC podria tener una repercusién fisiolégica importante, més
alla de ser un mecanismo compensador para evitar el cimulo
de depésitos de coldgeno y, por tanto, de fibrosis. En este
sentido se ha observado que en pacientes que desarrollan
albuminuria, asi como en modelos experimentales de desarro-
llo espontaneo de albuminuria en ratas Munich Wistar Fromter,
existe un aumento significativo de la actividad circulante y
renal de MMP-9, lo cual se relaciona con el fuerte componente
de estrés oxidativo asociado a la presencia de albuminuria®®.
A nivel endégeno, MMP-9 se encuentra bajo el control de su
inhibidor tisular TIMP-1, el cual puede ser diana oxidativa en
situaciones de incremento sistémico de estrés oxidativo’*. En
este sentido, estudios recientes han puesto de manifiesto que
el desarrollo de albuminuria resistente a la inhibicién crénica
del sistema renina angiotensina va acompanado del aumento
sistémico del TIMP-1 oxidado (oxyTIMP-1), el cual es inca-
paz de unirse con su diana MMP-9, dejando a esta en libre
y permitiendo su activacién mantenida®. Ambas condiciones,
aumento del estrés oxidativo y activacién de MMP-9, podrian
tener una repercusioén directa en la barrera de filtracién glo-
merular que favorezca la aparicién de albuminuria en estadios
tempranos de ERC. Esto es debido a que las especies reactivas
de oxigeno son capaces de degradar el glicocalix que recubre
el endotelio glomerular fenestrado de los capilares del glomé-
rulo, perdiendo de este modo este endotelio su fuerte carga
negativa, y por tanto impidiendo la repulsién de cargas con la
albimina?®. Al mismo tiempo, este componente de estrés oxi-
dativo favorece la activacién de MMP-9, la cual a nivel renal va
aactuar fundamentalmente enla membrana basal glomerular
(MBG), donde se encuentra de manera mayoritaria su sustrato,
el colageno tipo 1v. Esto va a permitir que al dafiarse estructu-
ralmente esta barrera, tanto en su parte endotelial como en la
MBG, la albumina pueda filtrarse mas facilmente del torrente
sanguineo a la orina.

El presente estudio muestra las siguientes limitaciones: 1)
estudio puramente descriptivo; y 2) el nimero pequeiio de
pacientes incluidos en el mismo. Por estas razones, estudios
prospectivos y con un nimero de pacientes significativamente
mayor son absolutamente necesarios para corroborar estos
hallazgos y poder establecer la causalidad del incremento de
la actividad MMP-9 en el desarrollo de la enfermedad renal.

En conclusién, en este estudio demostramos que existe
una asociacién significativa entre disfuncién renal y aumento
especifico de la actividad MMP-9, incluso en estadios donde
la caida de la funcién renal es ain moderada. Ademas,

este estudio demuestra que el papel de la MMP-9 no puede
subestimarse, especialmente en estadios tempranos de ERC,
y debe ser analizado adecuadamente a través de técnicas
bioquimicas y moleculares que pongan de manifiesto su acti-
vidad real, mas alld del mero anélisis de las concentraciones
circulantes de MMP-9.
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Anexo. Material adicional

Se puede consultar material adicional a este articulo en su ver-
sién electrénica disponible en doi:10.1016/j.nefro.2018.08.009.
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