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RESUMEN

El Trauma Craneoencefélico (TCE) representa un reto epidemioldgico a nivel mundial debido a la elevada tasa de comorbilidades
relacionadas con las lesiones a las que conduce. El papel que juegan las metaloproteasas (MMP) en la remodelacién de la
matriz extracelular es ampliamente conocido, pero hay poca informacién de su participacién en el TCE. Una de las MMP
que actia en el proceso de remodelacién de la matriz extracelular es la MMP9, la cual se expresa en las diferentes fases del
desarrollo del tejido cerebral en humanos, siendo fundamental en los procesos de aprendizaje dependientes del hipocampo.
Ademis, se ha reportado en biomodelos murinos con TCE contuso en la fase aguda, la MMP9 se sobre-expresa y aumenta su
actividad, lo cual podria ocasionar dafos en el tejido cerebral post TCE. Por lo tanto, MMP9 podria ser un posible blanco
farmacolégico . En la presente investigacién se evalué la expresién de los ARN mensajeros del MMP9 en el hipocampo de ratas
Wistar con TCE difuso de intensidad moderada tratadas con minociclina, en la fase subaguda y crénica de la lesién. En la
cuantificacién relativa de MMP9 se obtuvo que la expresién del gen disminuyo a los 7 y 14 dias con respecto al grupo control,
sin embargo, a los 30 dias post trauma el efecto fue nulo. Estos resultados sugieren que el fairmaco minociclina reduce la expre-
sién de MMP9 en la fase subaguda, lo cual podria ayudar a reducir la inflamacién y disminuir el dafio en el tejido cerebral post TCE.

Palabras clave: ARN mensajeros, Metaloproteasas, Minociclina, PCR en Tiempo Real, Retrotranscripciéon, Trauma Cra-
neoencefdlico.

ABSTRACT

Traumatic Brain Injury (TBI) represents a global epidemiological challenge due to the high rate of comorbidities related to
the injuries it leads to. The role played by metalloproteases (MMPs) in the remodeling of the extracellular matrix is widely
known, but there is little information about their participation in the TBI. One of the MMP that act in the remodeling process
of the extracellular matrix is the MMP9, which is expressed in the different phases of brain tissue development in humans, being
fundamental in the learning processes dependent on the hippocampus. In addition, it has been reported in murine biomodels
with blunt TBI in the acute phase, MMP9 is over-expressed and increases its activity, which could cause damage to brain tissue
after TBI. Therefore, MMP9 could be a possible pharmacological target. In the present investigation, the expression of MMP9
messenger RNA’s in the hippocampus of Wistar rats with moderate intensity diffuse TBI treated with minocycline was evaluated
in the subacute and chronic phase of the lesion. In the relative quantification of MMP9 it was obtained that the gene expression
decreased at 7 and 14 days with respect to the control group, however, at 30 days post trauma the effect was null. These results
suggest that the drug minocycline reduces the expression of MMP9 in the subacute phase, which could help reduce inflammation
and decrease brain tissue damage after TBI.

Key words: Messenger RNA, Metalloproteinases, Minocycline, Real-Time PCR, Retrotranscription, Traumatic Brain In-
jury.

INTRODUCCION

El Trauma Craneoencefalico (TCE) se puede definir como
una interrupcién en la funcién normal del cerebro producto
del influjo de fuerzas mecéanicas tales como: caidas; ondas
explosivas; impactos por proyectiles; aceleracién y desacele-
racién rapida, lo cual puede conducir a déficits neurolégicos
como: pérdida o disminucién del nivel de conciencia; pérdi-
da parcial de la memoria; cambios en la visién; pérdida
del equilibrio; y alteracién en el estado mental (Pervez et
al. 2018, Maas et al. 2008). A largo plazo el TCE puede
verse asociado con enfermedades neurodegenerativas como

el Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la encefalopatia
traumadtica crénica entre otras (Ikonomovic et al. 2017).

Faul et al. (2010) report6 que entre los afios 2006 a 2010
en los Estados Unidos aproximadamente 1,7 millones de
personas por afo fueron diagnosticadas con TCE, entre los
cuales, los jévenes y los adultos mayores fueron los mas
propensos a sufrir este tipo de lesién representando el 1,4 %
de las visitas a emergencias; adicionalmente el TCE genero
alrededor de 52.000 muertes por ano; adicionalmente Syed
et al. (2007) establecié que para el 2007 en la India la
incidencia de TCE leve fue de 1131 casos por cada 100.000
habitantes, para el TCE moderado y severo fue de 15 y 14



casos por cada 100.000 habitantes respectivamente. Bra-
zinova et al. (2015) indicé que en la Republica Eslovaca
los accidentes de transito y las caidas son los mecanismos
mas comunes de TCE, siendo esta ultima la mayor causa
de esta lesién en adultos mayores. Se calcula que la tasa
de mortalidad por trauma en Colombia es de 125 por cada
100.000 habitantes y en Cali el TCE genera aproximada-
mente 1200 muertes por afio, afectando cerca del 60 % de
los casos a hombres jovenes (Santacruz 2008).

Marmarou et al. (1994) desarroll$ en ratas Sprague-Dawley,
con un promedio de peso entre 350-375g, un modelo de
TCE que simula un trauma axonal difuso similar al genera-
do en humanos, el cual incluye los mecanismos dindmicos
del trauma y su heterogeneidad. Esto se logré dejando caer
un cilindro metalico de 450g desde una altura que varia
entre 1.5 a 2m, rango que define la severidad del trauma
entre leve a severo. El cilindro se deja caer a través de
un tubo de plexiglds que impacta sobre un disco metélico
adherido al craneo, lo cual permite la difusién de la energia
evitando fracturas. Previamente el animal es acomodado
bajo anestesia en decibito prono sobre un bloque de espu-
ma permitiendo generar los movimientos de aceleracién y
desaceleracién répida.

Las metaloproteinasas (MMP) son endopeptidasas depen-
dientes de zinc que tienen actividad proteolitica en com-
ponentes de la matriz extracelular como el coladgeno y la
elastina. Igualmente, estas endopeptidasas participan en
procesos celulares como: proliferacién, migracién; angiogéne-
sis y apoptosis (Deng et al. 2013).Se han descrito més de 20
tipos de MMP, las cuales son traducidas como zimdgenos
que por activacién proteolitica adquieren su conformacion
funcional (Rosenblum et al. 2007). Candelario et al. (2009)
reporté un incremento de la actividad de la MMP9 en res-
puesta a la inflamacién en un modelo hipé6xico/isquémico
en ratones y primates no humanos. El gen que codifica a la
MMP9 esta ubicado en el cromosoma 20 en los humanos,
y se ha descrito que citoquinas y factores de crecimiento
pueden regular su expresién (Nagase et al. 2006). La activa-
cién del gen MMP9 es regulada por sefiales extracelulares
mediadas principalmente por quinasas como ERK (Clark
et al. 2008). En contraste, los factores de transcripcién NF-
kB y AP-1 regulan negativamente la expresién de MMP9
(Vandooren et al. 2014).

La proteina MMP9 presenta un dominio catalitico al cual
se le une un ion metalico para su activaciéon. El dominio
catalitico presenta una hendidura molecular compuesta por
un aminodacido glutamina en la posicién 402, al cual se le
une un ion Zn?*, ademsés, los aminoacidos leucina 397 y
alanina 406, pueden participar en la activacién del sitio
catalitica. Ademas, otros aminodcidos como la Asparagina
410 y la Prolina 415 pueden participar en la degradacién
del coldgeno tipo V y la gelatina (Vandooren et al. 2013).
El hipocampo es una estructura cerebral ubicada en el 16bu-
lo temporal del encéfalo humano perteneciente al sistema
limbico y juega un papel preponderante en el proceso de
aprendizaje a largo plazo, memoria episédica y la ubicacién
espacial (Miller & Remy 2017). Para tales procesos se re-
quiere una alta plasticidad sinaptica, altos requerimientos
energéticos y una conectividad con otras regiones del tejido
cerebral. Cabe sefialar que debido a la ubicacién en el 16bulo
temporal, el hipocampo puede ser mas susceptible a verse
afectado al sufrir un TCE. Nagy et al. (2006) report6 en
ratas Sprague-Dawley adultas que la MMP9 se expresa en
la fase tardia de la potenciacién sindptica a largo plazo en
el hipocampo y su inhibicién conduce a un rapido retorno
de este potencial a niveles basales. En otros estudios en
biomodelos murinos privados de sus sistemas sensoriales,
la MMP9 se expresa actuando como un mecanismo com-
pensatorio que ayuda a la plasticidad sindptica cortical
(Kaliszewska et al. 2012). Ademads, se ha reportado que
la MMP9 puede degradar colageno tipo IV, laminina y

fibronectina, los cuales son los principales componentes de
la ldmina basal de los vasos sanguineos (Liu et al. 2014).
lo anterior se confirma en estudios realizados por Rosell et
al. (2006) en donde se encontré en pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico y hemorragico un incremento en
la expresion de MMPY, similares resultados reporté Zhang
et al. (2016) en ratones C57B16 con trauma cortical contuso,
en donde la expresién de MMP9 incremento debajo de las
areas de impacto post TCE.

Recientemente se ha sugerido que los niveles de la MMP9
pueden ser modulados con el fAirmaco minociclina, el cual
podria usarse en el tratamiento de los efectos adversos
ocasionados por la sobre-expresion de MMP9 en un acci-
dente cerebrovascular isquémico (Fagan et al. 2011). La
minociclina es una tetraciclina semisintética de segunda
generacion antiinflamatoria que puede atravesar la barrera
hematoencefalica después de su administracién sistémica.
Este farmaco ha presentado efectos neuroprotectores en
biomodelos experimentales de isquemia cerebral, TCE con-
tuso y tratamientos con acido kainico; como también, en
enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis late-
ral amiotréfica y la enfermedad de Parkinson (Hanlon et
al. 2017, Kim & Suh 2009). En humanos, la minociclina
es usada en el tratamiento de infecciones bacterias, del
acné vulgaris, y de algunas enfermedades de transmisién
sexual y artritis reumatoide (Garrido-Mesa et al. 2013).
Ademas, diferentes estudios han demostrado que la minoci-
clina reduce la inflamacién generada en diferentes lesiones
cerebrales como la isquemia o el TCE contuso, Cikla et
al. (2016) reporté en un modelo hipoxico-isquémico en
ratas neonatales y juveniles que el uso de la minociclina
disminuyé la activacién microglial reduciendo la respuesta
inflamatoria, aminorando asi el dafio neuronal generado
por la lesion.

No es claro si en el TCE difuso, donde no se evidencian
regiones contusas, la minociclina presente algin efecto
sobre la expresiéon de MMP9, por lo cual el objetivo de
esta investigacién fue cuantificar la expresién de los ARN
mensajeros del gen MMP9 en el hipocampo de ratas Wistar
macho con TCE difuso tratadas con el firmaco minociclina.

METODOS

Se analizaron 12 muestras de hipocampo,@g)reviamente al-
macenados en RNAlater (Sigma-Aldrich®) a -70°C. Es-
tos tejidos fueron obtenidos del encéfalo de ratas Wistar
machos con un peso promedio de 350g. Las ratas habian
sido sometidas a un TCE difuso de intensidad moderada
siguiendo las indicaciones propuestas por el “Modelo de
Marmarou”, modificando el peso del cilindro en 476g y la
altura en 1,7m. Los tejidos de hipocampo analizados en el
estudio fueron tomados en diferentes periodos de sobrevida:
7; 14; y 30 dias post TCE. En cada periodo de sobrevida
se tomaron cuatro tejidos: dos de ratas tratadas con el
farmaco minociclina y otros dos de ratas sin tratamiento
como control. El fArmaco minociclina se suministré a una
dosis de 50 mg/Kg diluido en 0,9 ml de solucién salina al
0,9% y 0,1 DMSO (dimetilsulf6xido) intraperitoneal tres
horas posterior al TCE. Las siguientes dosis fueron de 25
mg/Kg a las 6, 12, 48 y 72 horas post-trauma por la misma
via y con las mismas diluciones. Este estudio conté con
el aval del comité de ética animal, c6digo 012-017, de la
Universidad del Valle.

Extraccién de ARN y verificacién de su calidad

El ARN total de las muestra fue extraido usando el kit
RNeasy® (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. Para cuantificar la cantidad de ARN extraido y
descartar la contaminacién por proteina o agentes quimi-
cos, se emple6 un espectrofotémetro NanoDropT™2000,
con el cual se obtuvieron las relaciones a 260/280 nm y



260/230 nm, en donde las cercanas o mayores a 2 fueron
aceptadas como éptimas. Posteriormente, las muestras fue-
ron tratadas con una enzima DNasal (Thermo Scientific)
siguiendo el protocolo del fabricante, y por electroforesis en
gel desnaturalizante de agarosa al 1% se verific la calidad
e integridad del ARN a través de la visualizacién de los
ARNr 18 y 28s.

RT-qPCR

La retrotranscripcién y la cuantificacién relativa por PCR
en tiempo real se realizaron en dos pasos. En el primer
paso se realizé la retrotranscripcién y sintesis del ADNc
usando el kit SuperScript® II (Invitrogen™) a partir de
250ng de ARN y siguiendo las recomendaciones del fabri-
cante. Para el segundo paso, se cuantificaron los niveles de
expresiéon de los ARNm de MMP9 mediante qPCR relativa
usando el kit SYBR® Select Master Mix for CFX (applied
biosystems®) en un termociclador CFX96 (BIO RAD).
Los niveles de expresién del gen GADPH fueron usados
como referencia para la cuantificacién relativa de MMP9.

Para la reaccién de la qPCR, cada tubo contenia 7,8ul de
agua libre de nucleasas, 10ul de la molécula SYBR Green,
0,6ul de cada cebador y 1,25ng de ADNc. Los cebadores
para MMP9 fueron disenados usando la herramienta in-
formética Primer-BLAST de la base de datos del NCBI y se
realiz6 el andlisis termodindmico de la formacién de estruc-
turas secundarias con la herramienta online OligoAnalyzer
3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Los cebado-
res disenados fueron: MMP9-F 5°-GCA TCT GTA TGG
TCG TGG CT-3", y MMP9-R 5’- TGC AGT GGG ACA
CAT AGT GG-3" que amplifican un fragmento del gen de
100 pares de bases. Para la amplificacién del GADPH se
tomaron los siguientes cebadores reportados por Lie et al.
(2003): GAPDH-F 5-TGC ACC ACC ACC TGC TTA
GC-3" y GAPDH-R 5°-GGC ATG GAC TGT GGT CAT
GAG-37, los cuales generan un fragmento de 87 pares de
bases.

Las condiciones de la PCR en tiempo real implementadas
fueron las siguientes: 95°C por 5min, 95°C por 15seg, 61°C
por 30seg, 72°C por 30seg; para 40 ciclos y una extensién
final de 72°C por 5 min.

En la cuantificacién relativa se usé el método comparativo
de AC't. Para obtener el ACt de MMP9 se realizé el cilcu-
lo: ACt = Ctyprprpg — CtaappH, tanto para biomodelos
tratados como no tratados con el fairmaco. Posteriormente,
se calcul6 el AACt mediante la resta del ACt de los biomo-
delos tratados menos el ACt de los biomodelos no tratados.
El resultado obtenido para AACt fue reemplazado en la
ecuaciéon 27AACt con lo cual se obtiene el valor de la
cuantificacién relativa para el gen MMP9 en biomodelos
tratados. Con relacién a los biomodelos no tratados con
el farmaco, al ser los grupos controles del tratamiento, se
asume que el AACt es igual a cero, por lo que el valor de
cuantificacién relativa para el gen MMP9 en seria igual a
uno.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el software PAST.
El analisis estadistico se realizé utilizando una prueba
t-student con una significancia de p < 0,05 comparando el
AC't del tratamiento vs. control para cada tiempo.

DISCUSION

En este estudio se reporta que la expresiéon del gen MMP9
fue menor en los dias 7 y 14 en el hipocampo de ratas
con TCE difuso, tratadas con minociclina con relacién al
grupo control, sugiriendo que el fairmaco presenta un efecto
modulador en las vias que regulan la expresién de MMP9.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa la concentracién del ARN extraido,
el cual presento un minimo de 117,3ng/ul y un méximo
de 257,4ng/pl. En la verificacién de la pureza del ARN se
midieron relaciones 260/230 y 260/280 cercanas a 2, por
lo que se descarté la contaminaciéon con agentes quimi-
cos o proteinas. Con relacién a la calidad e integridad del
ARN, en la figura 1 se logré visualizar los ARNr 18s y 28s,
descartando la fragmentacién de las muestras.
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Figura 1. Visualizacién de los ARN 18s y 28s
posterior al tratamiento con DNasa.

En la Tabla 2 se encuentran reportados los resultados de
la cuantificacién relativa de los ARN mensajeros de MMP9
vs. GAPDH.

En la figura 2, se presenta la expresién del gen MMP9 a
los 7 y 14 dias en los biomodelos tratados con minociclina
respecto a los no tratados. Los resultados muestran que a
los 7 dias hay una menor expresién de MMP9 con relaciéon
al control, una disminucién del 27 %, e igual ocurre a los
14 dias, con una disminucién del 62 %. Sin embargo, a los
30 dias post trauma el efecto del fArmaco fue nulo y no se
evidencié una disminucién en la expresiéon de MMP9.

La significancia estadistica obtenida en la prueba t-student
para los grupos tratados a los 7 y 14 dias fue de 0,01 y 0,04
respectivamente; indicando que existen diferencias signifi-
cativas entre los biomodelos tratados con minociclina vs.
grupo control.
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Figura 2. Cuantificacion relativa de MMP9 a los
7 y 14 dias post-trauma en modelos murinos trata-
dos con minociclina vs. control. CR: Cuantificacion
Relativa. Ttr: Tratamiento con minociclina. *p <
0.05. **p = 0.01

Crack et al. (2009) reporté en ratones C57/B6 con trau-
ma focal cerrado que el fAirmaco minociclina presenta un
efecto modulador sobre multiples vias regulatorias y de
comunicacién celular. Ademés, Siopi et al. (2012) sugiere
que la minociclina ayuda a disminuir los efectos negativos
a corto y largo plazo que puede generar el trauma focal
cerrado en ratones “Swiss” al evaluar el deterioro cognitivo



Tabla 1. Medicién de la concentracién de ARN.

Cédigo Tiempo ng/ul 260/230 260/280
WDM80 7 DIAS  240,7 1,99 2,09
WDM79 7 DIAS  161,2 2,01 2,08
WDM78 7 DIAS  151,8 1,83 2,09
WDM77 7DIAS 2574 2,01 2,09
WDM57 14 DIAS 138 1,93 2,08
WDM56 14 DIAS  117,3 1,91 2,08
WDM54 14 DIAS 122 1,95 2,06
WDM52 14 DIAS  174,9 1,79 2,08
WDM49 30 DIAS  159,5 2,09 2,07
WDM16 30 DIAS  156,7 1,91 2,07
WDM14 30 DIAS 1243 1,99 2,07
WDM13 30 DIAS 181,44 2,03 2,10

Tabla 2. Cuantificacién relativa de MMP9 usando el método comparativo de AACt.

Ct MMP9 Ct GAPDH ACt AACt 2 8AC
No Ttr (7d)  32,45+1,61  22,80+0,45 9,66 0 1
Ttr (7d) 33,47+0,61  23,36+0,74 10,11 0,46 0,73
No Ttr (14d) 32,8940,52  23,6240,04 9,27 0 1
Ttr (14d) 32,88+0,20  22,23+1,10 10,65 1,38 0,38
No Ttr (30d) 32,22+1,38  21,87+0,63 10,35 0 1
Ttr (30d) 32,82+1,87  22,78+042 10,04 -0,31 1,24

No Ttr: Control de referencia. Ttr: tratamiento con minociclina.

d: ntmero de dias post trauma.

tardio y estados de ansiedad en estos animales. Otro estudio
en ratas Sprague Dawley que fueron sacrificadas a los 7,
12 y 16 dias y habian sido sometidas a impacto cortical
controlado y tratadas con minociclina cada 24 h posterior
al trauma, se evidencio histolégicamente una reduccién
de la activaciéon microglial en la corteza y el hipocampo
mejorando asi las funciones cognitivas (Lam et al. 2013).
Adicionalmente, Vonder Haar et al. (2014) en un biomo-
delo murino similar con trauma focal cerrado que habian
sido tratadas con minociclina y sacrificados a las 24h, 72h
y 7 dias, reporté6 que al evaluar la expresién génica de
MMP9 en la corteza lesionada, esta disminuia a las 72h
post-trauma, sugiriendo que la expresién del gen MMP9 se
ve incrementado por el trauma durante los primeros dias
y que dicho incremento puede ser regulado indirectamente
por el firmaco. Igualmente, Hayashi et al. (2009) indicé en
ratas Sprague-Dawley adultas, las cuales fueron sometidas
a un trauma contuso en el hemisferio derecho y sacrificadas
entre 1-48h post-trauma, que la expresién del gen MMP9
se incrementa significativamente a las 24h post-trauma y
en ensayos de inmunohistoquimica se presenta un aumento
de inmunoreactividad a la MMP9 en el tejido afectado a
las 24 y 48h de ocurrida la lesién.

En contraste, Hanlon et al. (2016) reporté que en ratas
neonatales Sprague-Dawley con trauma repetitivo, tratadas
con el farmaco minociclina y que fueron sacrificadas a los
3, 7y 21 dias post-trauma, no hubo ningin efecto sobre
la lesién axonal traumdtica, neurodegeneracién, atrofia del
tejido; y ademads en pruebas de ubicacién espacial las ratas
presentaron déficits de aprendizaje espacial.

En un modelo de epilepsia inducido por acido kainico, un
agonista de receptores para glutamato, generando activa-
cién y remodelacién en el sistema limbico, se obtuvo un
incremento en la actividad de la MMP9 en el hipocampo

a las 2h post tratamiento alcanzando un pico a las 6h,
ademas, en el giro dentado y la neocorteza pasadas 24h;
estos resultados sugieren que la MMP9 participa activamen-
te en la remodelacién dendritica (Szklarczyk et al. 2002);
otros estudios han tenido hallazgos similares (Szepesi et al.
2013, Michaluk et al. 2011).

La MMP9 se ha visto incrementada en varias formas de
inflamacién, incluida la inflamacién relacionada con el ac-
cidente cerebrovascular en ratas, ademés, en biomodelos
murinos knockout de MMP9 se ha evidenciado que en le-
siones isquémicas focales hubo una disminucién en el dafio
de la barrera hematoencefalica y disminuyé el tamaifio del
infarto (Rosenberg 2009), adicionalmente la primera puri-
ficacién de la MMP9 en humanos mediante el analisis de
secuencia amino-terminal, relacioné dicha metaloproteasa
con la inflamacién debido a que la enzima fue purificada
de leucocitos y la produccién de esta se incrementé con el
uso de citoquinas proinflamatorias (Masure et al. 1991).
Aunque los detalles de la activacién de MMP9 en las espinas
dendriticas no son claros, se ha sugerido un modelo de ac-
tivacion de MMP9 alrededor de esta estructura. El modelo
postula que la MMP9 se libera de las espinas dendriticas
después de un estimulo, la actividad de MMP9 esta media-
da posiblemente por sefializacién de £1 integrina generando
la elongacién de las espinas dendriticas e incrementando
la movilidad de los receptores de NMDA (receptores de
glutamato); el tiempo en que MMP9 permanece activa es
breve y la inhibicién de esta permite la maduracién de
las espinas dendriticas incorporando receptores AMPA y
formando sinapsis activas (Stawarski et al. 2014).

Jia et al. (2014) plantea que el uso de un inhibidor selectivo
de MMP9 como es SB-3CT, genera una mejora en la recupe-
racién de tejidos afectados como el hipocampo y que dicha
recuperacién se ve reflejada en pruebas comportamentales



que evaliian la ubicacién espacial, memoria y equilibrio en
ratas adultas macho Sprague-Dawley expuestas a trauma
craneoencefilico mediante percusién fluida; adicionalmente
otros estudios revelan que la inhibicién de MM9 reduce el
volumen de la lesién cerebral, evita la perdida neuronal, la
degeneracion dendritica y a largo plazo mejora funciones
neurolégicas, incluida la memoria y el aprendizaje espacial
asociado al hipocampo (Lee et al. 2015). Zagorchev et al.
(2016) reportd en 44 pacientes que sufrieron TCE leve, a los
cuales se les tomaron imégenes por resonancia magnética,
evidenciando una disminucién del volumen en estructuras
como el tdlamo y el hipocampo transcurridos dos meses
de la lesién; pero al afio post-trauma no se presenta una
recuperacién del volumen en el hipocampo a diferencia de
otras regiones, sugiriendo que esta se ve altamente afectada
en un TCE.

La expresién del gen de MMP9 se ve aumentado en respues-
ta a la secrecién local de citoquinas inflamatorias o factores
de crecimiento como TNF-a y IL-173, siendo estos los
inductores de la activacién de este gen en muchos tipos de
células (Yan & Boyd 2007). La investigacién pionera de
Sato & Seiki (1993) en la estructura promotora de MMP9
revel6 que sitios de unién para AP-1, factor nuclear kappa
vy Spl juegan un papel importante en la induccién de la ac-
tivacién del gen MMP9. En la regién promotora de MMP9
se encuentra un sitio de unién para AP-1 ubicado en la
posicién -79 a -73bp, el cual parece ser el mas importante
porque su delecién elimina casi por completo la expresion
de MMP9 (Gum et al. 1997). Sin embargo, para la méxi-
ma expresion de MMP9, AP-1 requiere la intervencién de
factor nuclear kappa y Spl (Lungu et al. 2008). Se ha re-
portado que Kiss-1 es un potencial represor de la expresién
de MMPY, esta proteina es un potente supresor de células
metastasicas que probablemente suprime la expresién de
MMP9 al interferir con la unién de las subunidades de
NF-xB al promotor de MMP9 (Chen et al. 2016). Otro
represor de la expresiéon de MMP9 es la proteina RECK,
esta es una proteina extracelular con dominios de inhibicién
de proteasas y su expresién estd completamente reprimida
en tumores y células transformadas por oncogenes (Noda
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