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Resumen

Introduccidn: El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune crénica que presenta di-
versas manifestaciones clinicas. Existe un interés creciente en la exploracién de nuevos biomarcadores para
utilizarlos como indicadores de actividad de la enfermedad y/o predecir los brotes de la enfermedad. Las in-
vestigaciones sobre metaloproteinasas en LES no son consistentes y a veces se contradicen. Objetivos: El ob-
jetivo de este estudio fue evaluar el nivel sérico de metaloproteinasa-3 (MMP-3] en pacientes con LES y su
relacién con la actividad clinica de la enfermedad y otros biomarcadores de actividad utilizados en la practica
diaria. Materiales y Métodos: Se estudiaron 47 pacientes con LES. La actividad de la enfermedad individual se
cuantific6 utilizando la puntuacién del indice de actividad de la enfermedad (SLEDAI). Se incluyeron veinticinco
voluntarios sanos como controles. Resultados: Los niveles séricos de MMP-3 en los pacientes con LES fueron
significativamente mas altos que los de los controles (120 + 75 ng/ml frentea 13,5+ 6,5 ng/mlp 0,001]; con
una correlacidn positiva (R = 0,778] entre los niveles séricos de la MMP-3 y la puntuacién SLEDAI y CIC-C3b (R
= 0,486]. Conclusiones: La correlacién entre los niveles séricos de MMP-3 y la actividad de la enfermedad en
pacientes con LES sugieren que las MMP-3 pueden estar involucrada en el proceso inflamatorio del LES.
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Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease, which exhibits vari-
ous clinical manifestations. There is growing interest in the exploration of new biomarkers for use as surrogate
markers of disease activity and/or to predict flares of the disease. Research on metalloproteinases in SLE is
inconsistent and sometimes contradictory. Objectives: The aim of this study was to define the serum level of
metalloproteinase-3 (MMP-3] in patients with SLE and its relationship with the clinical activity of the disease
and other biomarkers of activity used in daily practice. Materials and methods: Forty-seven SLE patients were
recruited. Individual disease activity was quantified using the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index (SLEDAI). Twenty-five healthy volunteers were included as controls. Results: The serum levels of MMP-3
in the patients with SLE were significantly higher than those of the controls (120 + 75 ng/mlvs 13.5 + 6.5 ng/
ml p 0.001), with a positive correlation (R=0.778) between serum levels of MMP-3 and the SLEDAI and CIC-C3b
(R = 0.486]. Conclusions: The correlation between serum MMP-3 levels and disease activity in SLE patients
suggests that MMP-3 may be involved in the inflammatory process of SLE.
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Introduccidn.

El lupus eritematoso sistémico (LES] es una enferme-
dad autoinmune crénica que afecta a multiples érganos.
Una interaccién compleja de la genética, el medio ambien-
te y las hormonas conduce a la desregulacién inmunoldgi-
ca y la ruptura de la tolerancia a los autoantigenos, lo que
resulta en la produccidn de autoanticuerpos, inflamacién y
destruccion de los tejidos®. Aunque la etiologia del LES no
se comprende completamente, se conoce que la produc-
cién de un amplio espectro de autoanticuerpos contra an-
tigenos nucleares, citoplasmaticos y de superficie celular,
y diferentes alteraciones de las funciones de las células
B y T contribuyen con su patogénesis.™? Se demostré que
las citocinas proinflamatorias, especialmente TNF- e IL-1,
desempefian un papel importante en la patogenia del LES,
tanto en la enfermedad humana® como en modelos muri-
nos.*® Estas citocinas inducen directamente la produccién
de metaloproteinasas de matriz (MMP] en varios tipos de
células, incluidos los fibroblastos sinoviales reumatoides’ y
los monocitos.® En consecuencia, las MMP también podrian
desempefiar un papel en la patogenia del LES.

Las MMP comprenden multiples proteasas dependien-
tes de zinc con una amplia gama de interacciones con
componentes de la matriz extracelular (MEC), citocinas,
receptores y factores de motilidad celular.® Se han identifi-
cado muchas MMP humanas. Sobre la base de su funcién
y estructura, se pueden subdividir en cinco grupos: (a] es-
tromelisinas-1 y estromelisinas-2 (MMP-3 y MMP-10}; (b)
gelatinasas Ay B [MMP-2 y MMP-9]; (c] colagenasas (MMP-
1, MMP-8 y MMP-13]; (d) MMP “clasicas” que comprenden
un subgrupo heterogéneo que contiene matrilisina (MMP-
7], enamelisina (MMP-20], metaloelastasa de macréfagos
(MMP-12 y MMP-19]; y (e] MMP de tipo membrana y estro-
melisina-3, MMP-11.10

MMP-3 degrada varias proteinas de la MEC, incluida la fi-
bronectina; elastina; laminina; coldgenos de los tipos Il IV,
IX'y X; y proteoglicanos de cartilago [10]. MMP-3 también
participa en la activacion de otras numerosas MMP, inclui-
das MMP-1, MMP-7 y MMP-9. Por tanto, MMP-3 se considera
un activador de MMP ascendente.!!

Las MMP se sintetizan como precursores latentes de
tipo zimdgeno y se convierten posteriormente en una for-
ma activa.t?!* L a participacién de las MMP en enfermeda-
des autoinmunes se demostré en la esclerosis maltiple!®,
la encefalomielitis autoinmune experimental'®, la artritis

reumatoide'’, el sindrome de Guillain-Barré!8, el penfigoide
ampolloso experimental®® y la neuritis autoinmune experi-
mental.?9 En pacientes con nefritis lupica, se informé que
los niveles plasmaticos de MMP-32122 eran significativa-
mente mas altos que los de los controles sanos.

Se ha discutido si los marcadores bioldgicos serolégicos
tradicionales, como los niveles de complemento y los anti-
cuerpos anti-dsDNA, son buenos predictores de brotes inmi-
nentes de la enfermedad o indicadores confiables de la acti-
vidad de la enfermedad, especialmente para la enfermedad
renal. La falta de biomarcadores completamente Utiles para
el LES impide la evaluacién de la respuesta al tratamiento
y dificulta la evaluacidn de la actividad de la enfermedad.

En consecuencia, existe un interés creciente en la explo-
racion de nuevos biomarcadores con el objeto de evaluar la
actividad y/o para predecir los brotes de la enfermedad.?3
La deteccién temprana del dafio renal puede mejorar el re-
sultado clinico y disminuir el riesgo de enfermedad renal en
etapa terminal.?* Por lo tanto, un biomarcador no invasivo,
reproducible y facilmente disponible para predecir el inicio
de la nefritis y evaluar la actividad y la respuesta al trata-
miento serfa Gtil para un manejo efectivo.?®

Las investigaciones sobre MMP en LES no son consisten-
tes y a veces se contradicen. Hay estudios limitados sobre
MMP-3 en pacientes con LES. El objetivo de este estudio fue
evaluar el nivel sérico de MMP-3 en pacientes con LES y su
relacién con la actividad clinica de la enfermedad y otros
biomarcadores de actividad utilizados en la practica diaria.

Materiales y Métodos

Este estudio se realizé de acuerdo con las directrices de
la Declaracion de Helsinki (2013] y fue aprobado por el Co-
mité de Etica de la institucién. Los detalles del estudio se
explicaron a todos los pacientes y controles y cada partici-
pante firmd el consentimiento por escrito antes del comien-
zo del estudio.

Los pacientes fueron evaluados mediante a una historia
clinica completa, un examen clinico minucioso e investiga-
ciones de laboratorio de rutina, incluido el perfil inmunolégi-
co, ademads de la evaluacién de MMP-3 en suero.

Se obtuvieron muestras de suero a partir de 5 ml de san-
gre total y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de la
prueba. Las concentraciones séricas de MMP-3 (ng/ml] se
determinaron mediante determinacién inmunoenzimatica
directa de MMP-3 (metaloproteinasa de matriz-3) en suero

Tabla I. Comparacién de pacientes con lupus eritematoso sistémico y controles con respecto a la concentracién de

metaloproteinasa 3 de la matriz sérica.

Pacientes LES
(n=47)
Media + SD (ng/ml)

Controles p
(n=25)
Media + SD (ng/ml]

MMP-3 1207?75

13,5+6,5 p<0,001

» Elvalor de p se considera significativo si <0,05.
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Figura 1. Regresidn lineal entre MMP-3 y SLEDAI en pacientes con LES (N=47).
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o plasma humanos (ELISA; DiaMetra, Italia).

Se estudiaron los siguientes biomarcadores tradiciona-
les para evaluar la correlacién con MMP3: anticuerpos anti-
DNA de doble cadena (anti-dsDNA] por el método de inmu-
nofluorescencia indirecta (IFl], utilizando como sustrato
Crithidia lucilioe (Biosystems SA], anticuerpos anti-dsDNA
de alta avidez (INOVA Diagnostics, QUANTA Lite® HA dsDNA),
C3: componente 3 del complemento por inmunoturbidime-
tria (SPAPLUS Binding Site), C4: componente 4 del comple-
mento por inmunoturbidimetria (SPAPLUS The Binding Site),

SLEDAI

Anti-C1q: anticuerpos anti-componente 1 q del complemen-
to por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (INOVA
Diagnostics, QUANTA Lite® anti-C1q), C1q RID: componente
del complemento 1 q por inmunodifusion radial (The Bin-
ding Site), ELISA CIC-C1q: Inmunocomplejos circulantes-
componente del complemento 1 g mediante ensayo inmu-
noabsorbente ligado a enzimas (DiaMetra, Italia), ELISA
CIC-C3b: Inmunocomplejos circulantes-componente del
complemento 3 b por ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (DiaMetra, Italia).

Tabla Il. Correlacion entre MMP-3 en suero y diferentes biomarcadores en pacientes con LES (n =47].

MMP-3 P
SLEDAI R=0,778 p<0,001
a-dsDNAIFI R=0,178 p>0,05
a-dsDNA HA ELISA R=0,382 p>0,05
a-dsDNA ELISA R=0,426 p>0,05
a-Nucleosome ELISA R=0,436 p>0,05
C3 R=-0,195 p>0,05
c4 R=0,268 p>0,05
Anti-C1q ELISA R=0,238 p>0,05
CiqRID R=-0,1412 p>0,05
CIC-C1q ELISA R=0,185 p>0,05
CIC-C3b ELISA R=0,485 p<0,05

» El valor de p se considera significativo si <0,05. a-dsDNA IFl, anti-DNA de doble cadena por inmunofluorescencia indirecta; HA ELISA, alta avidez en-
sayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; C3 y C4, complemento 3 y 4 por inmunoturbidimetria; Anti-C1q ELISA, anti-complemento 1 q por enzima
inmunoabsorbente ensayo; C1q RID, complemento 1 g por inmunodifusién radial; CIC-C1q ELISA, complejos inmunes circulantes-complemento 1 q
por enzima inmunoabsorbente ensayo; CIC-C3b por ELISA, complejos inmunes circulantes-complemento 3 b por enzima inmunoabsorbente ensayo.
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Figura 2. Regresidn lineal entre MMP-3 y CIC-C3b en pacientes con LES (N =47].
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Anilisis estadistico

Los datos se registraron y resumieron utilizando la me-
dia y la desviacién estandar. Las correlaciones entre varia-
bles cuantitativas se realizaron mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson. Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

Se estudiaron un total de 47 pacientes con LES (44
mujeres, tres hombres; edad media 36,3 + 9,3 afios) diag-
nosticados segun los criterios revisados para LES® de la
American College of Rheumatology (ACR). La actividad de la
enfermedad individual se cuantificé mediante la puntuacién
delindice de actividad de la enfermedad del LES (SLEDAI).%?
Se incluyeron como controles veinticinco voluntarios sanos
(20 mujeres, cinco hombres; edad media 35,1 + 10,2 afios).

Los niveles séricos de MMP-3 en los pacientes con LES
fueron significativamente mas altos que los valores de los
controles normales (Tabla I).

MMP-3 en suero presento una concordancia significativa
con SLEDAI (R? = 0,6059) (Figura 1), asi como con CIC-C3b
(R?=0,2362) (Figura 2), pero no se detecté correlacién con
los otros biomarcadores tradicionales estudiados (Tabla ll).

Discusion

Los resultados de sobreexpresién de MMP-3 en los pa-
cientes con LES estudiados en nuestra institucion coinci-
den con algunos estudios previos.?2232528-30 Estgs resul-
tados podrian llamar la atencién sobre el posible papel de
MMP-3 en la patogénesis del LES y su posible uso como
marcador de la actividad de la enfermedad. En otro estudio,
se encontraron niveles elevados de MMP-3 en suero en pa-
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cientes con LES, pero los autores no pudieron correlacionar
este hallazgo con el SLEDAI.??

En los pacientes con LES de nuestra cohorte, el nivel de
MMP-3 en suero se correlaciond positivamente con la ac-
tividad de la enfermedad evaluada por la puntuacién SLE-
DAI. Esto esta en concordancia con los datos obtenidos por
otros autores.?>2? Esta similitud, entre diferentes estudios,
refuerza la validez del uso de MMP-3 sérico como marcador
de actividad en pacientes con LES.

El estudio también demaostré una correlacién positiva en-
tre MMP-3 y CIC-C3b. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por un grupo de investigadores3-32, que demues-
tran que los CIC detectados por el ensayo de unién a C3b se
correlacioné de manera muy significativa (p < 0,001) con la
actividad de la enfermedad, asi como con algunos parame-
tros bioquimicos como anticuerpos anti-dsDNA, CH50 y C3.

En nuestra cohorte no obtuvimos una correlacién signi-
ficativa entre la MMP-3 y los parametros de laboratorio a-
dsDNA IFI, a-dsDNA HA, a-dsDNA ELISA, a-Nucleosoma, C3, C4,
Anti-Cl1q, C1q, CIC-C1q. Esto fue consistente con un estudio
que no encontré una correlacién significativa entre el nivel
de MMP-3 y anti-dsDNA, C3 y C4.25Sin embargo, dos estudios
realizados posteriormente?”28informaron que la MMP-3 séri-
ca se correlacioné negativamente con el nivel de C3.

Las senales extracelulares, incluidas las citocinas, los
factores de crecimiento y el contacto directo entre células,
pueden estimular de forma transitoria la sintesis de MMP.29
MMP-3 puede degradar muchos componentes de la matriz
extracelular y activar otros pro-MMP, incluidos pro-MMP-1 y
pro-MMP-9. La degradacién de la matriz de la pared vascular
puede estar involucrada en la patogenia del LES producien-
do vasculitis, nefropatia y lupus neuropsiquiatrico.

50-55//1SSN-e 2684-0359
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Este estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar,
se evalu6 un nimero reducido de pacientes, por lo que se
necesitan mas estudios con un tamafio de muestra mayor
para confirmar estos resultados preliminares, por lo que es-
tos resultados deben interpretarse con precaucién. Aunque
la correlacién de la MMP-3 y la actividad del lupus requiere
una verificacién adicional, todavia es tentador especular
que la MMP-3 elevada en el diagnéstico inicial de LES puede
requerir un seguimiento mas cercano.

Nuestro conocimiento sobre el papel que juegan las MMP
en el contexto de la nefritis IGpica sigue siendo escaso y no
concluyente. Se estan realizando estudios en cepas mu-
rinas propensas a lupus y se espera que arrojen luz sobre
esto. La evidencia de que las MMP podrian estar involucra-
das en la regulacién de la apoptosis proporciona una razon
mas para examinar mas de cerca cual es la actividad de las
MMP, se cree que las alteraciones enla eliminacién de mate-
rial apoptdtico se encuentran entre los elementos centrales
en el desarrollo del lupus.333* Ademds, al formar parte de la
respuesta mediada por los receptores de tipo Toll a sefales
de peligro como los detritus necréticos de cromatina, el au-
mento de la actividad de las MMP podria ser un factor impor-
tante para iniciar las manifestaciones de dafio en érganos
terminales por una respuesta autoinmune.

La identificacién de las vias de sefializacién que partici-
pan en lainduccién de las alteraciones observadas en la ex-
presién de MMP podria contribuir a la comprensién del inicio
del dafo renal en la nefritis lupica. Con suerte, esto podria
allanar el camino hacia estrategias terapéuticas dirigidas
a prevenir el desarrollo de glomerulonefritis e insuficiencia
renal en pacientes con lupus.

En resumen, a pesar de la correlacidn entre los niveles
séricos de MMP-3 y la actividad de la enfermedad, los nive-
les mas altos de MMP-3 en pacientes con LES sugieren que
la MMP-3 podria estar involucrada en el proceso inflamato-
rio del LES y por lo tanto podria ser en el futuro un biomarca-
dor promisorio de LES.
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