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ABREVIATURAS

ADAM, del inglés desintegrin and metalloprotease domain, dominio de metaloproteasa y desintegrina.
ADAMTS, del inglés desintegrin and metalloproteases with trombospondina motif, metaloproteasa y
desintegrina con motivos de trombospondina.

ADMA, del inglés asymmetric dimethylarginine, dimetil arginina asimétrica.

ADN, acido desoxirribonucleico.

AGRE, elemento rico en AG.

AP-2, del inglés activated protein 2, proteina activadora 2.

CAD, del inglés coronary artery disease, enfermedad arterial coronaria.

CBFA1, factor Al de union al ntcleo.

CLG1, colagenasa 1.

CPK, creatinina fosfoquinasa.

CSF, del inglés granulocyte macrophage colony-stimulating factor, factor estimulante de colonias de
monocitos.

DDAH, del inglés dimethylarginine dimethylaminohydrolase, dimetil arginina dimetil amino hidrolasa.
DM, diabetes mellitus.

ECA, enzima convertora de angiotensina.

eNOS, del inglés endotelial nitric oxide synthase, 6xido nitrico sintasa endotelial.

ER, elemento de respuesta.

ET-1, endotelina 1.

FGF, factor de crecimiento fibroblastico.

FT, factor tisular.

GWAS, del inglés genome-wide association study, estudio de asociacion del genoma completo.

HDL, del inglés high density lipoprotein, lipoproteinas de alta densidad.

HG, dominio de bisagra.

hsCRP, del inglés high sensitivity C-reactive protein, proteina C reactiva de alta sensibilidad.

IAM, infarto agudo del miocardio.

IAM CEST, infarto agudo del miocardio con elevacion del segmento ST.

IAM SEST, infarto agudo del miocardio sin elevacion del segmento ST.

ICAM-1, del inglés intercellular adhesion molecule 1, molécula de adhesion intercelular 1.

IFN, interferon.
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IGF, factor de crecimiento similar a la insulina.

IL-1B, interleucina 1 beta.

IL-2, interleucina 2.
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IL-8, interleucina 8, quimiocina para neutrofilos.
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LPa, lipoproteina (a).

MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinases, protein quinasas activadas.

MEC, matriz extracelular.

MCF-7, del inglés human breast adenocarcinoma cell line, linea celular de adenocarcinoma de mama
humano.

MCP-1, del inglés monocyte chemoattractant protein, quimiocina para monocitos.

MCSF, del inglés macrophage colony stimulating factor, factor estimulante de colonias de macrofagos.
MMPs, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz.

MMP1, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 1.

MMP2, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 2.

MMP3, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 3.

MMP7, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 7.

MMPY, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 9.

MMP12, del inglés matrix metalloproteinase, metaloproteasa de matriz tipo 12.

mRNA, del inglés ribonucleic acid, 4cido ribonucleico mensajero.

MT-MMP, del inglés membrane-type MMP, metaloproteasa de tipo membrana.

NF-kB, del inglés nuclear factor kappa B, factor nuclear kappa B.

NO, por sus siglas en inglés nitric oxide, 6xido nitrico.
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ABSTRACT

Introduction

Myocardial infarction (MI) is the main clinical presentation of coronary artery disease (CAD). This
pathology is one of the leading causes of death worldwide. Therefore, many efforts have been made to
understand the complex pathophysiology and trigger mechanisms underlying plaque disruptor and
thrombus formation in the coronary artery. Recent evidencesuggests that metalloproteases (MMPs) are
highly involved vascular connective tissueremodeling, which is an essential step that ultimately results in
plaque rupture and atherothrombotic phenomenon. Thus, the aim of this work was to study promoter
region polymorphisms of MMP genes, with the intention to elucidate the role of thesepolymorphisms,in
extracellular matrix breakdown and ultimately atherosclerotic plaque rupture.

Materials and methods

Ten MMP genes polymorphisms were studied, seven of them were genotyped by Tagman assays using
real-time PCR and three polymorphisms were determined by PCR-RFLP, this in aMexican Mestizo
population that involved 300 patients with previous history of MI and 300 healthy controls.

Results

For both groups, a similar polymorphisms frequenciesdistribution was calculatedin MMP1-1607 1G/2G
(rs1799750), MMP2-1306 (rs243865), MMP2-790 (rs243864), MMP2-735 (rs22850553), MMP3-1612
54764 (rs3025058), MMP7-153 (rs11568819), MMP7-181 (rs11568818) and MMP12-82 (rs2276109).
However, in MMP2-1575 (rs243866), patients showed increased frequency of allele A and AA genotype
when compared with controls (pC= 0.001; OR= 1.58 and p = 0.036; OR = 2.37, respectively). According
to the dominant model, individuals with AG + AA genotype had 1.65 times the risk of developing the MI
(p=0.002). Additionally, two haplotypes where identified in this gene one provide risk and the other
protection for studied disease.

Regarding MMP9-1562 (rs3918242) MI patients showed increased frequency of T allele and genotype
CT when compared with healthy controls (OR= 2.32; 95%CI= 1.15-4.73; pC= 0.02 and OR= 2.40,
95%ClI= 1.17-4.97, pc= 0.02, respectively). Furthermore, the C allele and CC genotype of the same
polymorphic site for MMP-9, showed decreased frequency in patients with MI when compared with
healthy controls (OR= 0.43; 95%CI= 0.21-0.87; pC= 0.02 and OR= 0.42, 95%CI= 0.20-0.86; pc= 0.02,
respectively). Moreover, MMP]2-82 polymorphism (rs2276109) is associated with the number of
affected coronary arteries.

Conclusions

MMP2-1575 (rs243866) and MMP-1562 (rs3918242)genes polymorphisms may be involved in the

development of myocardial infarction in Mexican Mestizo population.




RESUMEN

Introduccion

La enfermedad arterial coronaria (EAC) y una de sus manifestaciones, el infarto al miocardio (IM),
representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Muchos esfuerzos se han realizado
para entender el mecanismo de la secuencia de eventos que desencadenan el IM, destacando la ruptura de
las placas y la formacion de trombos en la arteria coronaria. Reportes sugieren que las metaloproteasas
(MMPs) estan implicadas en la destruccion del tejido conectivo previo a la ruptura de la placa y al
fendmeno aterotrombotico. Por lo cual el objetivo del trabajo fue estudiar polimorfismos en la region
promotora en los genes de las MMPs, para conocer el papel que desempeiian, en enfermedades en donde
la desestructuracion de la matriz extracelular es un hallazgo caracteristico como lo es la ruptura de la

placa aterosclerdtica que conlleva al infarto.

Materiales y Métodos
Se estudiaron en total diez polimorfismos en los genes de las MMPs, de los cuales siete sitios fueron
genotipificados por ensayos Tagman empleando PCR en tiempo Real y tres polimorfimos determinados

por PCR-RFLP en 300 pacientes con IM y 300 individuos sanos como grupo control.

Resultados

Una distribucion similar en las frecuencias de los polimorfismos en los genes MMPI-1607 1G/2G
(rs1799750), MMP2-1306 (rs243865), MMP2-790 (rs243864), MMP2-735 (rs22850553), MMP3 -1612
5A4/64, MMP7-153 (rs11568819), MMP7-181 (rs11568818) y MMP12-82 (rs2276109) fue observada en
ambos grupos. Sin embargo, en el polimorfismo del gen de MMP2 -1575 (rs243866), los pacientes
mostraron incremento en la frecuencia del alelo 4 y genotipo 44 al compararse con los controles
(pC=0.001; RM=1.58 y pC=0.036; RM=2.37, respectivamente). De acuerdo al modelo dominante,
individuos que presentaron genotipos AG + AA tenian 1.65 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad
(p=0.002). Adicionalmente se identificaron en este mismo gen dos haplotipos, uno de riesgo y uno de
proteccion.

Con respecto a MMP9 -1562 (rs3918242) los pacientes con MI mostraron incremento en la frecuencia
del alelo 7"y genotipo CT al compararse con los controles sanos (RM=2.32; IC 95%=1.15-4.73; pC=0.02
y RM=2.40; IC 95% = 1.17-4.97 pC=0.02, respectivamente). Por otro lado, el alelo C y genotipo CC del

mismo sitio polimorfico del gen de la MMP-9 mostrd disminucion de frecuencia en los pacientes con MI
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al compararse con los controles sanos (RM= 0.43; IC 95%= 0.21-0.87; pC=0.02 y RM= 0.42; IC 95%=
0.20-0.86; pC=0.02, respectivamente).

Por ultimo, el polimorfismo del gen MMP12-82 (rs2276109) se asocid al nimero de vasos dafiados.

Conclusiones
Los resultados sugieren que los polimorfismos en los genes de MMP2 -1575 (rs243866) y MMP9 -1562

(rs3918242) podrian estar participando para el desarrollo del infarto al miocardio.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad arterial coronaria (CAD por sus siglas en inglés) y una de sus mads terribles
manifestaciones, el infarto agudo al miocardio (IAM), es una de las mayores causas de muerte en el
mundo. Muchos esfuerzos se han hecho para entender el mecanismo de la secuencia de eventos que
desencadenan el 1AM destacando la ruptura de las placas y la formacion de trombos en la arteria
coronaria. En la Gltima década muchos trabajos se han enfocado a estudiar el papel de la inflamacion y de
la predisposicion genética en el desarrollo de este padecimiento. La composicién de la placa y la
degradacion de la matriz extracelular (MEC) han sido consideradas de mayor interés (Samnegard A, y
cols., 2005).

El infarto agudo al miocardio es predominantemente causado por la ruptura de la placa aterosclerdtica
coronaria. El IAM también ocurre debido al fenémeno inflamatorio que se inicia cuando las lipoproteinas
circulantes quedan atrapadas en la matriz extracelular subendotelial y se oxidan, adquiriendo asi
propiedades proinflamatorias que dan lugar a una cadena de eventos que van desde el deposito de
monocitos circulantes que exacerban la respuesta inflamatoria al fagocitar los lipidos, la produccion
excesiva de elementos de la matriz extracelular y reclutamiento de nuevas c€lulas. Todos estos eventos
van provocando un aumento en el volumen del ateroma o placa ateromatosa y la consecuente disminucion
de la luz arterial llegando incluso a ocluirla por completo lo que generaréa isquemia del tejido irrigado por

tal vaso (Corti R, y cols., 2003) (Garcia-Moll X y cols., 1999).
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Desde hace 25 afios la mortlidad por enfermedad coronaria cardiaca ha bajado sustancialmente en algunos
paises debido a la prevencion y a los mejores tratamientos para esta enfermedad y para los sindromes
coronarios agudos. Estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos mostraron que la tasa de mortalidad de
los pacientes con infarto al miocardio que llegan vivos al hospital ha disminuido. Sin embargo, la
mortalidad sigue siendo alta para los pacientes con infarto al miocardio que estdn fuera del hospital. La
mayoria de todas las muertes ocurren fuera del hospital y se considera un problema de salud publica de
considerable importancia (Shin-ichi As, y cols., 2011).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares, como el
infarto al miocardio y accidente cerebrovascular, cobran 17.5 millones de vidas al afio en el mundo.
(Federacion Mundial del Corazén 2009). Estas enfermedades se pueden prevenir al cambiar estilos de
vida, malos hébitos y conductas de riesgo, por lo que resulta imperioso favorecer su prevencion. México
ha comenzado a enfrentarse a enfermedades cronicas como la hipertension y la diabetes mellitus, entre

otras.

1.1. Morbilidad
De acuerdo a la Federacion Mundial del Corazon (2009), las enfermedades cardiovasculares, es decir, del

corazdn y de los vasos sanguineos son:

o Cardiopatia coronaria — enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el musculo cardiaco
(miocardio).

. Enfermedades cerebrovasculares — enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan el cerebro.

. Arteriopatias periféricas — enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los miembros

superiores e inferiores.

. Cardiopatia reumatica — lesiones del miocardio y de las valvulas cardiacas debidas a la fiebre
reumatica, una enfermedad causada por bacterias denominadas estreptococos.

. Cardiopatias congénitas — malformaciones del corazén presentes desde el nacimiento.

. Trombosis venosas profundas y embolias pulmonares — codgulos de sangre (trombos) en las venas

de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y alojarse en los vasos del corazon y los pulmones.

Los ingresos hospitalarios permiten conocer el impacto de estas enfermedades en nuestro pais, al mostrar

el diagnostico de la poblacion atendida. Para analizar las causas de los problemas relacionados con el
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corazon se consideraron las enfermedades hipertensivas, que es uno de los principales factores asociados
con las enfermedades cardiovasculares.

En 2007, del total de ingresos hospitalarios en México (18,536,322), las enfermedades relacionadas con
problemas cardiacos representan casi uno por ciento (89 mil 773 casos). Estas enfermedades tienen
presencia en toda la poblacion. De la poblacion con alguna afeccion cardiaca, se observa que en nifios
menores de 5 afios cerca del 50% han presentado cardiomiopatias o insuficiencias cardiacas,
enfermedades relacionadas con alteraciones durante la etapa fetal; asimismo, en 3 de cada 10 niflos de 5 a
14 afios se reportan complicaciones con su sistema circulatorio por hemorragias intraencefélicas (18.5%)
y por otras hemorragias intracraneales no traumaticas (16.5%); de igual forma, cerca del 30% de la
poblacién con alguna afeccion cardiaca de 15 a 44 afios, han sufrido de hemorragia intraencefalica
(16.5%) y enfermedades renales hipertensivas (13.7%) (Sistema Nacional de Informacion en Salud 2010
(SINAIS)).

El 20.5% de la poblacion de 45 a 54 afios con alguna complicacion cardiaca tuvo un infarto agudo al
miocardio, seguida por otras enfermedades cerebrovasculares (15.2%) y por hipertension esencial
(14.2%). En los adultos de 65 afios y més, el conjunto de otras enfermedades cerebrovasculares se
observa el porcentaje mas alto de ingreso (20.2%), seguido por el infarto agudo al miocardio (19.2%) y la

hipertension esencial (15.3%) (SINAIS 2010).

Tablal. Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por enfermedad del sistema circulatorio para
cada grupo de edad 2007.

Grupos de edad

Enfermedades del sistema circulatorio* & o De1a4 De 5a 14 De 152 44 Ded45a64 65ymas

anos anos anos anos anos

Hipertension esencial (primaria) 1.0 10.0 5.5 10.8 142 1563
Enfermedad renal hipertensiva 0:2 1.6 5.1 13.7 AT 4.9
Infarto agudo del miocardio 0.6 0 0.4 11.3 20.5 19.2
Enfermedad isquémica cronica del corazon 0.2 0.0 0.4 3.4 9.2 13.8
Cardiomiopatia 32.9 15.2 213 5.1 1.8 0.9
Insuficiencia cardiaca 19.5 30.0 13.8 10.5 8.8 10.6
(el:fr:r[.:::?j:gr;:td);ad;scnpcmnes mal definidas de 8.0 5.6 39 g6 10 it
Hemorragia subaracnoidea 3.4 12 9.1 11.5 6.5 29
Hemorragia intraencefalica 16.7 7.6 18.5 16.5 13.9 10.1
Otras hemorragias intracraneales no traumaticas 171 8.4 16.5 2.8 1.4 1.2
Otras enfermedades cerebrovasculares 0.4 14.4 5.5 12.7 15.2 20.2

* Se excluyeron del analisis las enfermedades relacionadas con circulacion pulmonar.
(FUENTE: SINAI (2009). Cubos dindmicos de egresos hospitalarios.)
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En el andlisis de la poblacion con alguna afeccion cardiaca por género, se observa que las cinco
principales enfermedades cardiovasculares son:

-- Entre los hombres, el infarto agudo del miocardio (7.7%), seguido de otras enfermedades
cerebrovasculares (6.5%), hipertension esencial —primaria— (4.7%), enfermedad isquémica crénica del
corazén (4.4%) y hemorragia intraencefalica (4.3%).

--Entre las mujeres, otras enfermedades cerebrovasculares (7.3%), seguidas de hipertension esencial —
primaria— e infarto agudo del miocardio (ambas con 6.4%), insuficiencia cardiaca (4.6%) y la enfermedad
isquémica cronica del corazon (4.5%).

En cuestion de los egresos hospitalarios por enfermedades cardiacas, el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) es la institucion que atiende al mayor numero de casos para este grupo de enfermedades,
seguido de la Secretaria de Salud (SSA) y por el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los
Trabajadores del Estado (ISSSTE). El 54.4% de las enfermedades isquémicas lo atiende el IMSS, 27.4%
la SSA y el ISSSTE solo atiende al 10% de los casos (SINAIS 2010).
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Grifica 1. Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por institucion para cada enfermedad
cardiovascular 2007 (FUENTE: SINAILS (2007). Secretaria de Salud).
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De acuerdo con la informacion disponible a 2007, poco mas de 87 mil personas fallecieron a
causa de alguna enfermedad del corazon. La tasa mas alta de mortalidad para este tipo de afecciones

la presentan las enfermedades isquémicas, siendo mayor para las mujeres en relacion con los
varones (60.5 y 45.7 respectivamente); la segunda causa son las enfermedades cerebrovasculares
siendo relativamente mas alta para los hombres que para las mujeres (28.6 contra 26.7,
respectivamente); las enfermedades hipertensivas tienen una incidencia mayor para los varones
(15.6) en relacion a la presentada en las mujeres (12.0).

Respecto a instituciones, en 2007, el IMSS es donde se presentd el mayor porcentaje de mortalidad por
enfermedad cerebrovascular (59.5%), seguida por la SSA (27.6%) y el ISSSTE (9.8%).

Para las enfermedades isquémicas del corazon, en el IMSS se observo la tasa mas alta (56.2%), seguido
por la SSA (31.3%) y el ISSSTE (10.1%); por ultimo, en cuanto a las enfermedades hipertensivas, las
tasas mas altas se presentaron en el IMSS (55.6%), seguido por la SSA (32.7%) y el ISSSTE (9.0%).
Cabe aclarar que el comportamiento de los porcentajes de mortalidad para cada institucion esta
directamente relacionado con la proporcion de poblacion que es atendida por cada una de ellas. (/nstituto

Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), 2008).
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Grifica 2. Distribucion porcentual de mortalidad hospitalaria por institucion para cada enfermedad
cardiovascular 2007(FUENTE: SINAIS (2007) Secretaria de Salud).
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El aparato cardiovascular esta constituido por un corazéon y los vasos sanguineos. La funcion del aparato
cardiovascular es distribuir oxigeno y nutrientes para las células y recoger bidxido de carbono y desechos
del metabolismo celular; regula esta funcion de transporte al adaptarla a las necesidades momentaneas del
organismo para ello cuentan con el tejido muscular liso o visceral, que puede modificar el didmetro de las
arterias y el miocardio, musculo estriado que pueden modificar su capacidad de bombeo. Por tanto el
tejido muscular y los factores que regulan su funcion son de significativa importancia y se ha considerado
a la sarcomera como la unidad funcional del musculo estriado, sea cardiaco o esquelético.

La regulacion de la funcion del musculo visceral estda determinada por acciéon hormonal y por la
inervacion del sistema nervioso auténomo. Sus divisiones simpatica y parasimpatica regulan el didmetro
arterial y la contraccion miocardica de forma automatica sin nuestra voluntad.

En los niveles de organizacion bioldgica la sangre es considerada como tejido. El érgano que produce sus
elementos formes es la médula dsea, la formacion de plasma depende del aporte de liquidos y nutrientes
que se absorben en el tubo digestivo mas la regulacion hidroelectrolitica del rifion como principales
factores. La sangre o tejido hematopoyético se estudia por separado del aparato cardiovascular; no

bastante, su funcion estd intimamente interrelacionada (Aranda F, 2012).

2.1. Caracteristicas exteriores

De manera tradicional el corazon ha sido descrito anatomicamente como un drgano aislado, una vez
disecado y extraido de la caja toracica.

El corazén tiene forma triangular, por lo que existe una base superior y un vértice inferior. En un sentido
simplista se puede considerar como un "cono truncado" con cuatro caras: anterior o esternocostal,
posterior o diafragmética derecha e izquierda. Pero al realizar un corte transversal a nivel de los
ventriculos se puede observar que el corazén corresponde a una pirdmide de tres caras, por lo tanto no es
cuadrangular como se pretende, remeda el triangulo escaleno.

La cara anterior es convexa, la cara posterior es plana y la cara lateral izquierda corresponde a la pared
libre del ventriculo izquierdo, también convexa. Al analizar los dos bordes del corazén, el derecho, que es
el producto de la unién de la cara anterior y el posterior, forma un angulo menor de 90°, es decir es un
angulo agudo, por lo que se les llaman borde agudo del corazdn; esté borde del angulo estrecho no
constituye una cara. El borde izquierdo, angulo producto de la unién de la pared lateral con las caras

anterior y posterior, es mayor de 90°, es decir un angulo obtuso, por lo que se denomina borde obtuso o
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borde romo del corazén y forma la tercera cara. En estos bordes discurren las arterias coronarias del
margen agudo y del margen obtuso.

La tradicional y simple concepcion anatomica del érgano aislado ha cambiado con el advenimiento de las
técnicas de imagen, pues ahora es indispensable relacionarlo con los 6rganos que lo rodean y realizar un
analisis in situ. No es facil explicar y entender que el corazon tiene cara anterior, pero no tiene cara
posterior. Estos nuevos conceptos pueden causar confusion, por lo que se debe aclarar: el corazén in situ
se localiza en el mediastino medio e inferior y se dispone espacialmente con su base superior, posterior y
derecha y su vértice inferior, anterior e izquierdo.

Es decir, el corazon se dirige desde la base hacia la punta, de atras hacia adelante, de arriba hacia abajo y
de derecha a izquierda. Hay ademds leve rotacién del corazon a la izquierda. Al trazar una linea
imaginaria, medial en el drgano, el corazon se dispone a 45° sobre un plano horizontal, "el eje anatomico"

(Aranda F, 2012).

Figura 1. Corazon.
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El diafragma es el plano horizontal que estd en un contacto con una pared cardiaca; vista en esta
disposicion in situ es la cara inferior, misma que anatomicamente en el corazén aislado, se denomina
posterior. El eje anatdmico es variable de acuerdo con la constitucion de la caja toracica de cada
individuo. En aquellos de torax ancho el corazdn tiende disponerse horizontal y en los de torax alargado
se disponen sentido vertical, lo cual modifica discretamente el eje anatomico.

La base del corazon es posterior, in situ, se relaciona con el esdfago y la columna vertebral, y se sitia
entre la sexta y la novena vértebra dorsales. Aunque la base del corazon es posterior, hasta ahora no se ha
conceptuado como la cara posterior del corazon. Debido a la rotacion izquierda del corazén, la mayor
parte de la base corresponde a la auricula izquierda, que cuando se dilata ocasiona desplazamiento del
esofago.

La punta o vértice cardiaco es anterior y se relaciona con la parrilla esternocostal; por lo regular se sita
en el quinto espacio intercostal izquierdo a nivel de la linea medioclavicular, aunque en algunos
corazones de disposicion vertical puede alcanzar el sexto espacio intercostal.

La cara anterior que se proyecta hacia la parrilla esternocostal estd formada por 1) una parte de la auricula
derecha; 2) el ventriculo derecho; y 3) una parte del ventriculo izquierdo. No se observa la auricula

izquierda que corresponde a la base y cara posteroinferior del corazon (Aranda F, 2012).

Figura 2. Cara anterior del Corazdn.
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La cara inferoposterior en su posicion apical estd en contacto con el diafragma, pero debido a su
disposicion a 45° se eleva y deja de contactar al diafragma, por lo que de manera estricta esta cara no es
una cara diafragmatica en su totalidad. La porcion basal que no esta en contacto con el diafragma también
se ha denominado dorsal (por muchos afos se clasificaron los infartos de esta localizacién como dorsales)
y la cara diafragmatica es la cara inferior pero en su porcion apical (que condicionaba la denominacion de
los infartos de cara diafragmatica ahora llamados inferoapicales).

La cara lateral del corazon corresponde al borde obtuso o borde romo del corazén, es decir la pared lateral

o libre del ventriculo izquierdo (4randa F, 2012).
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En un sentido amplio, la fisiologia estudia las bases fisicoquimicas que permiten a un organismo
permanecer vivo. La comprension de la patologia del sistema cardiovascular no puede concebirse sin el
conocimiento del estado normal de su funcionamiento.

La funcion basica del sistema cardiovascular es el transporte rapido de nutrientes, por ejemplo, oxigeno,
glucosa, acidos grasos, vitaminas, farmacos, agua, entre muchos, por todos los tejidos del cuerpo, asi
como la recoleccion y eliminacion de desechos metabdlicos como CO,, urea, creatinina, u otros. También
funciona como un sistema de control, ya que distribuye y secreta por si mismo péptidos bioactivos como
los natriuréticos, renina, 6xido nitrico, endotelinas, prostaglandinas y otros.

Ademas la actividad del sistema cardiovascular es fundamental en el control de la temperatura corporal,
debido a que transporta el calor de los 6rganos internos a la superficie y regula, por tanto, la pérdida de
calor a través de la piel. De igual manera, en la reproduccion proporciona un mecanismo hidrdulico para
la ereccion genital.

De hecho, factores como temperatura, concentracién de oxigeno, pH, composicion de electrolitos,
osmolaridad y muchos mas que forman parte del medio interno corporal requieren un control preciso. El
proceso que permite mantener la estabilidad del ambiente interno se conoce como homeostasis, un
término acuflado por Walter Bradford Cannon, con base en el concepto de milieu intérieur, descrito en
trabajos previos por Claude Bernard en 1913 (Masso Rojas F, y cols., 2012).

El agua constituye alrededor del 60% del peso corporal y se distribuye de forma principal en tres
compartimentos: intracelular, intersticial e intravascular o plasmatico. Las dos terceras partes de agua
corporal se encuentran dentro del compartimento intracelular, el cual se comunica con el espacio
intersticial a través de la membrana plasmatica. Del total del fluido extracelular s6lo una pequefa
proporcion corresponde al que esta contenido en los vasos sanguineos, junto con los elementos formes de
la sangre (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), el liquido intravascular se intercambia con el liquido
intersticial a través de las paredes de los capilares dentro de los érganos. De este modo se produce un
recambio continuo de fluidos entre los tres compartimentos. Sin embargo, el liquido intersticial no
alcanza a procesar grandes cantidades de nutrientes y de desechos, debido a que su volumen es inferior a
la mitad del volumen del liquido intracelular. Por ello, el sistema circulatorio, constituye un elemento

esencial para mantener la homeostasis del organismo. Conforme la sangre pasa a través de los capilares se




IA. ANTECEDENTES GENERALES
3. FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR

lleva a cabo un intercambio de solutos entre el espacio intersticial y el plasma mediante la difusion, y el
resultado neto de dicho proceso es mantener en equilibrio ambos espacios.

Existen al menos tres requisitos para que este mecanismo funcione:

a) un adecuado flujo sanguineo a través de los capilares, b) la composicion quimica de la sangre debe ser
Optima para su intercambio con los solutos del intersticio y, por ende, finamente regulada y c) la distancia
de difusion debe ser corta (alrededor de 10 um). No obstante, la difusion resulta un mecanismo poco
eficiente para el intercambio de sustancias que se producen en el 6rgano y luego se deben cambiar por
otras que se encuentren a mas de 1 m de distancia. Esto se lleva a cabo mediante el proceso de
conveccion, por el cual las sustancias viajan disueltas o contenidas en el flujo sanguineo (Massé Rojas F,

ycols., 2012).

Rama zquerdadel
Haz de his

Nodulo
aunculoventnc ular

Rama derechadel Haz de his

Figura 3. Fisiologia cardiovascular
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La mayor parte de los drganos intervienen en el cambio continuo de la composicion de los fluidos de los
tres compartimentos enunciados antes, pero algunos son de particular relevancia, como los pulmones, que
se encuentran comunicados con el medio ambiente externo y se encargan del intercambio de gases. Otros
tejidos que alteran de manera significativa la composicion de la sangre son los rifiones, ya que participan
en la regulacion de los electrolitos. Esta funcion es tan importante para conservar la homeostasis del
organismo que los rifiones reciben un poco mas de la quinta parte del flujo de sangre. Algunos drganos se
pueden adaptar con rapidez a una disminucion del flujo sanguineo; asi, la piel tolerard grandes
restricciones de flujo para conservar la temperatura corporal. En contraste con lo anterior, el cerebro y el
corazén toleran muy poca disminucion del flujo sanguineo, por lo que de inmediato manifiestan
anomalias funcionales. Por ejemplo, la falta de flujo sanguineo en el cerebro puede conducir en cuestion
de segundos a la pérdida del estado de conciencia y causar dafios permanentes si el flujo es interrumpido
por mas de 4 minutos. De la misma manera, el corazén consume hasta 75% del oxigeno que recibe para
mantener su funciéon de bombeo, por lo que una interrupcién abrupta en el flujo coronario —aun por
periodos muy cortos de tiempo- produce alteraciones importantes en su funcionamiento y en casos
extremos causa incluso, la muerte del tejido.

En resumen, la funcion principal del sistema cardiovascular es mantener la sangre en una circulacion
constante que permita el intercambio de las sustancias necesarias para el adecuado funcionamiento de
cada una de las células con los productos de desecho generados por las mismas y eliminar estos Gltimos

en 6rganos como pulmones, rifiones o higado (Massé Rojas F, y cols., 2012).

3.1. Bombeo del corazén

El sistema de bombeo del corazén es relativamente simple si se considera el importante trabajo que
realiza a lo largo de toda la vida. Esta formado por el corazon, los grandes vasos, el saco pericardico y la
cavidad toréacica entera. Los grandes vasos permiten la llegada y salida de todo el volumen sanguineo
hacia todo el organismo.

El corazon esta constituido por el musculo cardiaco, cuyo grado de especializacion es muy alto y presenta
caracteristicas Unicas que le permiten contraerse y relajarse de forma continua durante toda la vida.

El corazon presenta dos camaras con paredes delgadas denominadas auriculas, que actian como
reservorios, la del lado derecho para la sangre de retorno de todo el organismo rica en CO; y la del lado
izquierdo que recibe la sangre oxigenada de los pulmones. Estas cavidades se encuentran separadas de los

ventriculos por las valvulas auriculoventriculares. Las paredes de los ventriculos son mas gruesas que las
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de las auriculas, sin embargo las del ventriculo derecho son mas delgadas que las del izquierdo. La razon
de ello es que la del ventriculo derecho bombea sangre a la circulacion pulmonar mediante un sistema de
alta capacitancia, es decir, que puede controlar grandes cambios en el flujo sanguineo sin incrementar la
presion de manera significativa, ademas presenta baja resistencia (Massé Rojas F, y cols., 2012).

Por su parte, el ventriculo izquierdo bombea sangre dentro de un circuito de alta resistencia, como lo es la
circulacion sistémica, tal funcion requiere presiones de salida mas elevadas y una mayor masa muscular.
Como ya se menciond, el corazon tiene vélvulas unidireccionales entre las auriculas y los ventriculos
encausan el flujo sanguineo en un sélo sentido, pero ademas presenta este mismo tipo de valvulas entre
los ventriculos y los grandes vasos (aorta y arteria pulmonar).

Bajo condiciones normales y si las vélvulas funcionan de manera adecuada, se produce un flujo laminar a
través del corazon, pero si las véalvulas se vuelven disfuncionales por ser muy estrechas (estenosis) o muy
laxas (insuficiencia), el flujo sanguineo se torna turbulento y genera una vibracién que se puede detectar
como un sonido que denominamos soplo. Este se puede escuchar mejor en ciertas areas del térax y
coincide con momentos especificos de la apertura y cierre de valvulas durante determinado tiempo. El
analisis de tales variables permite investigar la causa de alguna disfuncion que origine esta turbulencia en
el flujo sanguineo. En algunas ocasiones los soplos se deben a comunicaciones anormales que se
producen en las diferentes cavidades del corazon, o bien a alteraciones hematologicas; ademés, se debe
sefalar que algunos soplos son normales en los nifios y que no todos estos ruidos tienen su origen en
alteraciones cardiacas. También hay que recordar que el flujo turbulento de aire en los pulmones se llega
a escuchar como un soplo, lo que llevaria a confundirlo con alguna patologia valvular (Massé Rojas F, y

cols., 2012).

3.2. Endotelio

Un componente del sistema cardiocirculatorio al que hasta hace poco tiempo se habia prestado poca
atencion, pero que ha adquirido mayor relevancia en el control de la presion arterial y la coagulabilidad
de la sangre es el endotelio, el cual estd formado por una monocapa de células que recubren los vasos y el
corazén. Su superficie es muy grande, cercana a 280 m” en el musculo esquelético y a 90 m” en los
pulmones. El endotelio forma una barrera semipermeable que mantiene el plasma y las células sanguineas
dentro de los vasos, pues su glicocalix limita la salida de las proteinas plasmaticas y permite el
intercambio de agua y sustancias en los tejidos, mediante uniones intercelulares especializadas llamadas

uniones celulares. En su superficie, la célula endotelial cuenta con receptores para muchos agentes vaso
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activos como la acetilcolina y ademés es sensible a la friccion (shear stress) generada por la sangre, puede
secretar moléculas como el 6xido nitrico (NO), prostaciclinas y endotelinas; estos agentes ejercen a la vez
su accion de forma paracrina sobre las células musculares, lo que regula el flujo sanguineo local.

La célula endotelial también lleva a cabo actividad enzimética en su superficie, de especial interés es la
presencia de la enzima convertora de angiotensina que tranforma a la angiotensina I en angiotensina II,
una molécula congran capacidad vasoconstrictora. Otras moléculas secretadas por el endotelio son el
6xido nitrico y las prostaciclinas, las cuales no solo son sustancias vasodilatadoras sino que también
inhiben la agregacion plaquetaria. Por otra parte, el endotelio es capaz de secretar el factor de von
Willebrand, una molécula que participa en la cascada de coagulacion, por lo que se puede decir que el
endotelio regula, al menos de forma parcial, la capacidad de coagulacion de la sangre. Otro fenémeno en
el que el endotelio tiene una funcion crucial es el proceso inflamatorio, ya que secreta sustancias que
atraen a las células inmunocompetentes, como la interleucina 8 (IL-8) y la proteina quimiotéctica para
monocitos 1 (MCP-1), expresa ademads en su superficie una respuesta a otras moléculas producidas por el
propio sistema inmune, por ejemplo el TNF-a o el INF-y, o bien metabolitos como las lipoproteinas de
baja densidad oxidadas (ox-LDL), moléculas de adhesion como las selectinas P y E y las adhesinas
VCAM-1 e ICAM-1, las cuales promueven la adhesividad de los leucocitos y su extravasacion a los sitios
de inflamacion. Este proceso es esencial en el desarrollo de deposito de lipidos en las placas de
aterosclerosis, de tal relevancia es su participacion que hoy en dia se considera a la aterosclerosis una
enfermedad inflamatoria cronica. El endotelio también desempefia una funcion central en el inicio de la
angiogenésis, este fenomeno es de importancia vital en el crecimiento de los tejidos y en mantener una
mejor irrigacion en el corazon, en especial después de haber sufrido graves dafios. Uno de los resultados
més importantes que ha arrojado la mejor comprension de la funcion del endotelio es el concepto de
disfuncion endotelial, pues ha permitido identificar los riesgos que sufren las personas con funcién
deficiente del endotelio, sobre todo en cuanto al desarrollo de aterosclerosis y algunas otras enfermedades
del sistema cardiocirculatorio.

El endotelio es un productor importante de NO (6xido nitrico, por sus siglas en inglés), una molécula que
se genera de forma continua a partir de la L-arginina en una reaccion catalizada por la 6xido nitrico
sintasa (eNOS), la accion de esta enzima se puede potencializar a través de los receptores que responden a
la friccion y se encuentran en la superficie vascular del endotelio, el NO es una sustancia determinante en
la conservacion del tono vascular, junto con las endotelinas. El efecto vasodilatador que ejercen los

nitratos se debe en gran parte a su actividad semejante a la que produce el NO. La presencia de canales de
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entrada rectificadores de K favorece la formacion de potenciales intracelulares de -30 a -60Mv en la
célula endotelial. Los receptores en su superficie de sustancias vasoactivas, como histamina y bradicinina,
al ocuparse con su ligando activan la fosfolipasa C, inducen el incremento citoplasmatico de Ca®", tanto
del extracelular como el que se encuentra en los depdsitos intracelulares, esto dispara la secrecion de NO

y aumenta la permeabilidad de la microvasculatura (Masso Rojas F, y cols., 2012).
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Los sindromes isquémicos coronarios agudos (SICA) comprenden un conjunto de entidades nosologicas
que representan distintos estadios de un proceso fisiopatoldgico unico: la isquemia miocéardica aguda, que
suele ser secundaria (aunque no forzosamente) a aterosclerosis coronaria complicada con fenémenos
aterotromboticos in situ. La base de este proceso es la complicacion de una placa de ateroma previamente
existente en un vaso coronario que desencadena los procesos de adhesion, activacion y agregacion
plaquetaria con activacion de la cascada de la coagulacion y la consecuente formacion de un trombo que
provoca distintos grados de obstruccion al flujo coronario. Su forma de presentacion esta determinada por
la gravedad del dafio de la placa, el estado de la sangre en ese momento (proinflamacién-procoagulacion),
la asociacion o no de vasoespasmo y el estado previo del miocardio, de manera que puede variar entre
angina estable (Al), infarto miocardico agudo sin elevacion del segmento ST (IAM SEST) o infarto
miocardico agudo con elevacion del segmento ST (IAM CEST).

Existen varias diferencias patogénicas que determinan el tipo especifico de sindrome coronario agudo que
se desarrolla. La gravedad del dafio de la placa, la carga tromboética en el momento de la rotura vy,
asociado con ello, el vasoespasmo, desempeiia un papel fisiologico determinante en la presentacion

clinica de los diferentes sindromes coronarios agudos (Massé Rojas F, y cols., 2012).

Arteria Coronaria Normal

Aterosclerosis coronaria

Aterosclerosis con
accidente de placa y trombo

Figura 4. SICA.
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4.1. La placa aterosclerotica
La aterosclerosis humana es un proceso patologico de origen multifactorial, con participacion
multisistémica y de extraordinaria complejidad; se comporta como un desorden inflamatorio crénico que
involucra el sistema vascular, al inmunoldgico y al endocrinometabdlico, y produce manifestaciones
locales y sistémicas.
En condiciones fisiologicas, las lipoproteinas que penetran en el espacio subendotelial se devuelven a la
sangre circulante por un mecanismo de transporte inverso del colesterol, en el cual participan las HDL.
Cuando se produce disfuncion endotelial, el aumento de la permeabilidad de la pared de los vasos origina
un aumento en la penetracion de las LDL en la pared vascular, lo cual excede la posibilidad del sistema
del transporte inverso del colesterol para devolverlo al torrente sanguineo. Aunado a esto, algunos
factores de riesgo como la diabetes y el habito de fumar reducen la cantidad de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y disminuyen ain mas la eliminacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Por
altimo, el proceso puede exacerbarse en pacientes con diabetes, en quienes la glucosilacion de las LDL
reduce el reconocimiento de estas lipoproteinas por los receptores de LDL, con lo que disminuye su
eliminacion (Tuiidn J, y cols., 2000) (Rizo-Rivera EO, y cols., 2009).
Todos estos hechos originan un aumento en el periodo en que permanecen las lipoproteinas dentro del
espacio subendotelial, donde se someten a una oxidacion leve, principalmente por las células endoteliales,
lo que produce unas LDL minimamente modificadas (MM-LDL) que, junto al estrés oxidativo presente
en el ambiente, la presencia de angiotensina Il y la reduccion de la fuerza de cizallamiento en las zonas
con propension a la aterosclerosis, son capaces de activar el factor nuclear kappa-B (NF-KB), factor de
transcripcion que aumenta la expresion de moléculas que participan en los pasos de captacion de
monocitos. Dichas moléculas se pueden dividir en dos grupos (Rizo-Rivera EQ, y cols,. 2009):

1. Moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1, selectina E). Responsables del movimiento y de la

adhesion de monocitos a la pared de los vasos.
2. Moléculas quimioatrayentes (MCP-1, IL-8). Que provocan la entrada de monocitos en la pared de
los vasos.

Una vez en el espacio subintimo, los monocitos se transforman en macréfagos, los cuales oxidan a las
MM-LDL y producen ox-LDL. Este proceso se ve favorecido por la angiotensina Il y por la glucosilacién
previa de las LDL. Los macréfagos captan a estas ox-LDL, proceso mediado por el factor estimulante de
colonias de macrofagos (MCSF) y estimulado por la angiotensina II. Los macréfagos asi activados

pueden estimular la expresion celular de la enzima convertora de angiotensina (ECA) y la sintesis de
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angiotensina II, lo que lleva a un ciclo de retroalimentacion positiva. Ademas debido a que no existe
ningiin mecanismo de saturacion en los macrofagos, siguen captando lipidos y se someten a una
sobrecarga que produce una degeneracion en las células hasta que se convierten en las denominadas
células espumosas, las cuales finalmente mueren y liberan los lipidos que formaréan el nicleo lipidico,
junto con sustancias toxicas, como enzimas, radicales libres y aniones superdxido (Li Z, y cols., 1996).
Los productos toxicos lesionan el endotelio, que en algunas zonas puede ser incluso destruido y
desaparecer. Los macrofagos y algunas plaquetas activadas segregan factores de crecimiento, como
PDGF (por sus siglas en inglés Platelet-derived growth factor), que estimulan la proliferacién y migracion
de las células musculares lisas de la media. Esta fase proliferativa aumenta con el descenso de la molécula
antiproliferativa 6xido nitrico y con el incremento de angiotensina II. Las células del musculo liso
también secretan factores de crecimiento, ademas de cubrir el niicleo ateromatoso y producir proteinas de
matriz (colageno, elastina y proteoglicanos), con las que se conforma la cubierta fibrosa (Wood KM, y
cols., 1993).
Una vez formadas, las placas aterosclerdticas pueden crecer lentamente si se mantiene el proceso
aterogénico o complicarse de forma brusca. Stara clasifico las placas aterosclerdticas en seis tipos, dentro
de los tres diferentes estadios de evolucion (Stary HC, y cols., 1994):

1. Lesiones iniciales: placas tipo I, Il y III.

2. Lesiones avanzadas: placas tipo [V y V.

3. Lesion complicada: placa tipo VI.

4.2. Lesiones iniciales
4.2.1. Tipo I o lesion inicial. Consiste en depdsitos de lipidos detectables s6lo microscopicamente
en la intima, junto a la presencia de macrofagos, algunos de los cuales presentan numerosas inclusiones

de lipido en el citoplasma, lo que da lugar a la célula espumosa.

4.2.2. Tipo II o estria grasa. Es la consecuencia de la progresion de la enfermedad, y es detectable
desde edades tempranas en individuos de la sociedad accidental. Consiste en estratos de células
espumosas en mucho mayor nimero que en las lesiones anteriores, también aumenta el nimero de
macrofagos y aparecen células musculares lisas que comienzan a cargar su citoplasma de lipidos.
Ocasionalmente hay linfocitos T y mastocitos, en menor nimero. Puede haber algunos pequefios

actimulos de lipidos extravasculares dispersos.
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4.2.3. Tipo Il o preateroma. Presenta mayores depoésitos extracelulares de lipidos que la tipo II, asi como
mas reclutamiento de células musculares lisas y linfocitos (Rizo-Rivera EO, y cols., 2009) (Wood KM, y

cols,. 1993).

4.3. Lesiones avanzadas
Se consideran lesiones avanzadas aquellas en las que se les da una alteracién estructural por la
acumulacion de las células, lipidos y componentes de matriz; su importancia radica en su susceptibilidad

a sufrir complicaciones. Dentro de esta categoria estan las placas tipo IV, V de Stary.

4.3.1. Lesion tipo IV o ateroma. Es una lesion con mayor complejidad que la tipo III, en la que las
células espumosas se disponen en multiples capas junto con células musculares lisas, con abundante
lipido extracelular (formando lo que denomina ntcleo lipidico) y tejido conjuntivo en una disposicion

progresivamente mas compleja.

4.3.2. Lesion tipo V o fibroateroma. Se caracteriza por aumento de tejido coldgeno, alteracion de la capa
media de la pared vascular con células musculares lisas de la tGnica media en disposicion irregular, junto
con las células espumosas, macrofagos y linfocitos. Es caracteristico que, de forma muy similar a los
procesos inflamatorios, los linfocitos T y B se acumulen en las zonas perivasculares de la placa
(adyacentes a los vasos vasorum). Actualmente se considera a las lesiones tipo IV y V como las que

presentan mayor probabilidad de complicarse (Rizo-Rivera EO, y cols., 2009) (Wood KM, 'y cols., 1993).

4.4. Lesion tipo IV o placa complicada
Presenta una disrupcion de la superficie, con trombo o sin €l, que interrumpe de forma aguda el flujo

sanguineo al miocardio.

4.5. La placa vulnerable

Es aquella que por sus caracteristicas esta propensa a una rotura/fisura o una rapida progresion que limite
en forma parcial o que obstruya totalmente el flujo coronario y origine asi un sindrome coronario agudo
(Stary HC, y cols., 1994). La complicaciéon de una placa vulnerable es, por lo tanto, el sustrato
fisiopatologico comun de los SICA (Glaxiola E, y cols., 2007). El término vulnerabilidad abarca todos

aquellos aspectos que pueden provocar que una placa se complique. Existen dos factores determinantes
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de la vulnerabilidad de la placa: su composicion y su tamafio. Sesenta por ciento de los infartos ocurre en

lesiones con estenosis menores de 50%, 18%, con lesiones entre los 50 y 70%, y sélo 14% de los

infartados, con lesiones mayores de 70%, por lo que, en general, los SICA son mas dependientes de

trombo que de placa, y es el tamafo del trombo lo que determina el compromiso total del flujo al

miocardio (Benne MR, y cols., 1995) (Ip JH, y cols., 1990).

A pesar de que es posible clasificar una placa como vulnerable, todavia no se conocen los mecanismos

fisiopatoldgicos que expliquen el inicio de un SICA, aunque muy probablemente esté relacionado con:

. Rotura de la placa. Desencadenada por elevacion brusca de la presion intravascular, de la

frecuencia del pulso, de la contraccion cardiaca y del flujo sanguineo coronario, aunque puede ser
también espontanea.

Trombosis. Esta puede ser espontinea si existe tendencia trombotica sistémica, ya sea por la
activacion plaquetaria, la hipercoagulabilidad y/o el deterioro de la fibrindlisis (sangre
vulnerable), o secundaria a activacion de la coagulacion por una rotura previa de la placa.
Vasocontriccion. Esta representa un obstaculo funcional, generalizado o de cardcter local
alrededor de una placa coronaria, producto de disfuncion endotelial. La erosion superficial de la
capa endotelial sin rotura de la capa fibrosa ocasiona hasta una cuarta parte de las trombosis
coronarias agudas. Quiza los mismos procesos que causan la rotura de la capa fibrosa puedan
contribuir también a la erosion superficial, o sea, la protedlisis y la muerte celular (apoptosis). De
esta forma, la inflamacion puede promover tanto la erosién superficial como la trombosis y la
rotura de la placa, lo cual aumenta la degradacion local de los constituyentes de la matriz

extracelular y la muerte celular (Naghavi M, y cols., 2003).

4.5.1. Marcadores serologicos de vulnerabilidad (Malpartida F, y cols., 2007):

1.
2.

Perfil lipoproteico anormal (por ejemplo, elevacion de LDL, disminucion de HDL, LPa).
Marcadores no especificos de inflamacion (hsCRP, CD40L, ICAM-1, VCAM-1, P-selectina,
leucocitosis).

Marcadores de sindrome metabdlico (por ejemplo, diabetes, hipertrigliceridemia).

Marcadores especificos de activacion inmune (por ejemplo, anticuerpos anti-LDL, anticuerpos

anti-HPS)
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Marcadores de peroxidacion lipidica (por ejemplo, ox-LDL, ox-HDL).
Homocisteina

PAPP-A

Marcadores de apoptosis (por ejemplo, ligando Fas/Fas)

ADMA/DDAH

o I =

10. Acidos grasos circulantes no esterificados.
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A lo largo de los afios se han realizado modificaciones a la definiciéon de infarto del miocardio, sin
embargo, mas alla de estos cambios en la definicion de esta enfermedad, el diagndstico de infarto del
miocardio representa para los pacientes un fuerte infarto, con consecuencias psicologicas, economicas y
legales que en ocasiones no son tomadas en cuenta por los médicos. Desde 1974, el diagnoéstico de infarto
del miocardio se basd en recomendaciones de la Organizacion mundial de la Salud (OMS), que dictaba
considerar la presencia de elementos clinicos, electrocardiograficos y bioquimicos; y el diagndstico se
establecia al existir al menos dos de los tres criterios, sin distincion o jerarquia de alguno. El creciente
avance de la practica clinica cardiovascular, junto con el desarrollo de técnicas de imagenes y la
evolucion hacia biomarcadores de mayor presicion, obligé en el afio 2000 a la creacién de un documento
de redefinicion del infarto del miocardio, avalado por la European Society of Cardiology (ESC) y el
American College of Cardiology (ACC), en donde el marcador de necrosis miocéardica pasaba a jugar un
rol fundamental y obligatorio para su definicion (Arai K, y cols., 2008).

Desde la redefinicion del infarto agudo del miocardio publicada en el afio 2000 se conoce la utilidad de
nuevos biomarcadores con mayor sensibilidad y especificidad, asi como de nuevas técnicas de imagen
que pueden detectar zonas de necrosis miocardicas muy pequefias, de <1.0 g, que anteriormente pasaban
inadvertidas y no se diagnosticaban.

Se recomienda la determinacion de biomarcadores mas especificos, como son las troponinas T o I, que
cuando resultan positivas por arriba de la percentila 99 indican necrosis miocardica con una gran
precision; en ausencia de troponina se puede solicitar la fracciéon MB de la cretincinasa que, aunque es de
menor sensibilidad, si resulta de utilidad para el diagnostico de infarto del miocardio.

Tanto los biomarcadores como otras técnicas de diagndstico permitieron definir los sindromes coronarios
agudos en dos grandes grupos: sin elevacion del ST y con elevacion del ST. El grupo sin elevacion del ST
se divide a su vez en angina inestable e infarto sin elevacion del ST, el cual puede evolucionar con onda
Q o sin onda Q; esta evolucion la puede presentar también el infarto con elevacion del ST (4ntman E, y
cols., 2001).

Otro consenso global mas reciente se derivd en la Definicidn universal del infarto del miocardio desde
varias perspectivas publicadas en el 2007 y realizada en conjunto con la ESC y el ACC . Este grupo de
trabajos de expertos consideran en la definicion de infarto del miocardio: biomarcadores,

electrocardiograma, estudios de imagen, intervenciones clinicas, perspectiva e implicaciones globales.
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5.1. Clasificacion de los diferentes tipos de infarto:

La clasificacion clinica de los diferentes tipos de infarto del miocardio se lista de la siguiente manera:

Tipo 1. Infarto del miocardio esponténeo relacionado a isquemia, debido a un evento coronario
primario, como erosion de una placa y/o rotura, fisura o diseccion.

Tipo 2. Infarto del miocardio secundario a isquemia debido a incremento del consumo de oxigeno
o disminucion del aporte, por ejemplo, espasmo arterial coronario, embolia coronaria, anemia,
arritmias, hipertension o hipotension.

Tipo 3. Muerte stbita cardiaca inesperada, incluido para cardiaco que conlleva a menudo sintomas
sugestivos de isquemia miocardica, y va acompafado de elevacion del segmento ST
presumiblemente nuevo o bloqueo de la rama izquierda del haz de His nuevo o evidencia de
trombo fresco o una arteria coronaria que esté documentado por angiografia o autopsia, pero que
la muerte haya ocurrido antes de haber obtenido las muestras de sangre o antes de que los
biomarcadores aparezcan positivos en sangre.

Tipo 4a. Infarto del miocardio asociado a angioplastia coronaria.

Tipo 4b. Infarto del miocardio asociado con trombosis del stent documentado por angiografia o
autopsia.

Tipo 5. Infarto del miocardio asociado con cirugia de revascularizacion coronaria (Thygesen K, y

cols.,2007).

Asi, el infarto tipo 1 corresponde a la gran mayoria de los infartos, incluidos casi todos los pacientes que

llegan a los servicios de urgencias; es el prototipo de la fisiopatologia de esta enfermedad, es decir, la

trombosis coronaria precedida por la rotura o fisura de una placa de ateroma.

El infarto tipo 2 es consecuencia de un desbalance entre el aporte y la demanda de oxigeno. Si bien estos

pacientes son menos frecuentes, es importante poder identificarlos, debido a que el tratamiento sera en

algunos aspectos diferente al convencional; estos pacientes pueden encontrarse en medio de un estado de

sepsis, anemia grave, arritmias, alteraciones graves de la presion arterial o un estado protrombdtico que

les condicione embolia hacia las arterias coronarias.

El infarto tipo 3 es el relacionado a muerte subita cardiaca, ocurrida antes de la evidencia del dafio

miocardico con marcadores, con la presencia de un trombo fresco en una arteria demostrada por

angiografia o autopsia; este es un grupo mas seleccionado y, por ende, menos frecuente.
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El infarto tipo 4 se subdivide en 4a y 4b. El 4a esta asociado a intervencion coronaria percutédnea, con
biomarcadores en valores mayores a tres veces por arriba de percentila 99 del limite superior de
referencia; los niveles menores a esto son indicativos de necrosis miocardica periprocedimiento. Si bien la
necrosis es muerte celular, no corresponde propiamente a infarto al miocardio.

El subtipo 4b es el infarto relacionado a trombosis del stent; un evento cada vez mas frecuente en nuestro
medio.

El infarto tipo 5 es el evento relacionado a cirugia de revascularizacion, con valores 5 veces por arriba de
la percentila 99 del limite superior de referencia, ademas de presentar nuevas ondas Q patoldgicas, o
BRIHH nuevo, o una oclusion de puente o de arteria coronaria nativa, demostrado por angiografia o
evidencia por iméagenes de pérdida nueva de miocardio viable. Segiin esta nueva definicion universal, el
infarto del miocardio que se trata y reperfunde comtinmente en los servicios de urgencias y unidades
coronarias es el tipo 1, el cual ocupa la gran mayoria de los casos y hacia el cual estd encaminada la
mayor parte de la investigacion clinica con relacion al tratamiento adjunto y nuevas técnicas de
intervencion coronaria. Sin embargo, se considera que una entidad que también es de gran relevancia es la
angina inestable. Se considera que la angina inestable es un trastorno de importancia similar al del
infarto del miocardio, clasificindose en de riesgo alto y de riesgo comun; este altimo incluye a los
pacientes que no presentan troponinas positivas, pero si factores de riesgo, caracteristicas clinicas y
cambios electrocardiograficos. En la percepcion de la cardiopatia isquémica aguda en ocasiones se
subestima el riesgo bajo, debido a que el tejido miocardico o en riesgo no necesariamente se debera
manifestar con una pequefia expresion de biomarcadores; ademas, la sensibilidad y especificidad de las

escalas para calcular este riesgo tampoco es de 100% (Hamm CW, y cols., 2000).

5.2. Factores de riesgo a infarto
Se definen como las caracteristicas que posee el individuo que se asocian de forma estadistica con la
prevalencia de la enfermedad coronaria o con la tasa de acontecimientos de la misma. Los principales

factores de riesgo que se asocian con la enfermedad coronaria son (Gandur Silvia, y cols., 2004):

e [Edad (Segln los registros de la Sociedad Mexicana de Cardiologia la edad oscila entre los
45 afios, pero en ocasiones entre los 30 y 35 afios).

e Género masculino

e Niveles elevados de colesterol
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e Hipertrigliceridemia

e Hipertension

e Tabaquismo

e Diabetes

e Antecedentes familiares de la enfermedad
e Obesidad

e Sedentarismo

5.3. Medidas generales y tratamiento adjunto en la fase aguda de la cardiopatia isquémica.

La piedra angular en el tratamiento de la cardiopatia isquémica es la terapia de reperfusion junto con la
antitrombotica, pero no menos importante es el tratamiento adjunto. Dicho tratamiento, que consta de
oxigenoterapia, analgesia y medicamentos antihisquémicos (para disminuir el remodelado ventricular) e
hipolipemiantes (estatinas), debe iniciarse desde que el paciente llega al servicio de urgencias y se

diagnostica con un SICA (Martinez Sdanchez C, y cols., 2012).
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Hoy en dia la trombosis subyace en la mayoria de las complicaciones de la aterosclerosis, notablemente la
angina inestable y el infarto al miocardio.

Un consenso ha surgido del papel que juega la inflamacion y el papel decisivo en la patofisiologia de

estos eventos trombdticos agudos (Peter Libby, y cols., 2001).

Figura 5. Iniciacion, progresion y complicacion de la placa ateroscleroticas coronaria. Esta arteria cruza
por varios estadios de la evolucion del ateroma. 1. Arteria normal, 2. Inicio de la lesion, 3. Evolucion al
estado fibroadiposo, 4. Progresion de la lesion, 5. Rompimiento de la capa fibrosa, 6. Acumulacion de
coldgeno y expansion de células de musculo liso, 7. En algunos casos, el trombo ocluye la luz de la
arteria (Peter Libby, y cols., 2001).

Existen dos hipotesis de patogénesis, la “incrustacion™ y la hipotesis de “lipidos”, estan implicadas dentro
de nuevos conceptos que integran varios factores que contribuyen a la iniciacion y evolucion de esta
enfermedad. El endotelio disfuncional y la inflamacion son conocidos por tener un papel esencial en la
iniciacion y progresion de la enfermedad aterosclerdtica. La aterosclerosis y los procesos trombdticos

aparentan ser interdependientes y pueden ser integrados bajo el mismo termino de “aterotrombosis™.
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La aterotrombdsis es una enfermedad sistémica implicada en la intima y en la media de las arterias,
incluyendo la aorta, la carétida, la coronaria y las arterias periféricas. El segundo cambio puede ocurrir
bajo la linea media y la adventicia, particularmente en estadios mas avanzados de la enfermedad. Los
procesos bioldgicos implicados en la media son probablemente responsables por el remodelamiento de la
pared vasal, durante el crecimiento de la placa y la ruptura de la placa. La ruptura de las placas
ateroscleroticas muestran una alta incidencia de expansion (también conocidas como remodelacion
positiva), grandes 4reas de placa y una gran incidencia de ruptura de lamina elastica interna, comparadas
con las placas no rotas.

Por razones desconocidas algunas arterias como la braquial y la mamaria interna, son altamente
resistentes a la aterotromboésis. Aunque las arteias coronarias epicardiales aparentan ser las mads
susceptibles, las arterias intramiocardiales son altamente resistentes a la aterosclerosis.

Las placas aterotromboéticas estdn compuestas de tejido conectivo y matriz extracelular (incluyendo
colageno, proteoglicanos, fibras elasticas de fibronectina), lipidos (colesterol cristalino, ésteres de
colesterol, fosfolipidos), células inflamatorias (monocitos derivados de macrofagos, linfocitos T), células
de musculo liso, trombina y depositos de calcio. Las proporciones de estos componentes varian en
diferentes placas, esta es una de las razones para tener un espectro de lesiones.

Estudios post-mortem revelaron una notable heterogeneidad en la morfologia de la placa y en la

composicion de varios vasos, incluso en el mismo individuo.

Figura 6. Lesion aterosclerotica (4lmeida Gémez J, y cols., 2006)
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Las evidencias indican que la composicion de las placas estan propensas a la ruptura y son mads
determinantes en futuros eventos isquémicos. Las placas propensas a romperse en las arterias coronarias
también llamadas de “alto riesgo” o placas “vulnerables”, tienden a tener delgadas capas fibrosas, un gran
centro de lipidos y un alto contenido de macrofagos.

Las placas vulnerables en la arteria coronaria y las placas de alto riesgo propensas a romperse en las
arterias cardtidas, tienen varias estenosis. Por lo tanto, se ve una perspectiva més global de enfermedad
aterotrombdtica sistémica, el termino placa de “alto riesgo”, mas que un termino de placa vulnerable (que
implica solo la presencia de un centro rico en lipidos) es mas apropiado para definir una placa propensa a
ruptura.

La heterogeneidad es notable en la composicion de las placas aterotromboticas humanas, incluso en los
mismos individuos. Por lo tanto, las herramientas de imagen no invasivas y fidedignas, son capaces de
detectar enfermedad aterotrombdtica temprana en varias regiones y caracterizar la composicion de las
placas que son clinicamente deseables. Las herramientas podrian mejorar el entendimiento de los
mecanismos patofisioldgicos bajo los procesos aterotromboticos y mejorar el riesgo de estratificacion de
la enfermedad mas eficientemente. Estas herramientas también pueden permitir 6ptimos tratamientos y

mejorar el monitoreo de la respuesta vascular (Roberto Corti, y cols., 2003).

6.1. Inicio de la enfermedad aterotrombdtica: el papel del endotelio

El endotelio, la capa interna de los vasos sanguineos, es un érgano autocrino y paracrino dindmico. Este
regula las contracciones, secreciones y actividades mitogénicas en la pared vasal, como la
trombogenicidad sanguinea, por la produccion de varias sustancias activas locales.

“La homeostasis vascular”, se define como la habilidad del sistema vascular para el mantenimiento
normal de las condiciones hemorreoldgicas, es garantizada por el control adecuado de la vasomocién a
través de la produccion balanceada de vasodilatadores potentes como el o6xido nitrico (NO) y la
vasoconstriccion como la endotelina-1 (ET-1).

El dafio minimo crénico para el endotelio arterial es fisioldgico y se obtiene de los resultados de un
disturbio en el flujo sanguineo en los puntos de flexion y cerca de la bifurcacion en el arbol arterial. El
endotelio responde a mecanismos y seflales quimicas de la sangre por la liberacion de mediadores que
modulan el tono y la estructura vascular, la funcién plaquetaria, coagulacion y adhesion de monocitos.
Algunos de los factores de riesgo cardiovascular clasicos han sido reconocidos como inductores de

disfuncién endotelial por la reduccion de la biodisponibilidad de NO, incrementando el contenido en el
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tejido de ET-1 y la activacion de vias de sefializacion pro-inflamatorias como el factor nuclear kappa B.
La via de traduccion de sefales del factor nuclear kappa B en un regulador esencial de la transcripcion de
un niamero de genes pro-inflamatorios, como los que llevan a la expresion de varias citocinas, enzimas y
moléculas de adhesidén (moléculas de adhesion intercelular 1 -ICAM-1- moléculas de adhesion celular
vascular | -VCAM-1- y E-selectinas).

En la hipercolesterolemia, por ejemplo, la relajacion del endotelio se deteriora, mientras que la
contraccion y adhesion de monocitos y plaquetas se potencia. Sin embargo, la correccion farmacologica
de la hiperlipidemia por estatinas ha mejorado la funcion normal del endotelio. Otros estudios han
demostrado que los pacientes con disfuncién vasomotora endotelial coronaria, en la presencia de varios
estimulos, han incrementado el riesgo de eventos clinicos.

La “hemostasia vascular”, es definida como la habilidad del sistema vascular para el mantenimiento de la
fluidez sanguinea y la integridad vascular, para compensar la coagulacién intrinseca de la sangre. El
factor Von Willebrand es una proteina implicada en la coagulacion de la sangre, asi como media la
actividad de plaqueta a plaqueta y las interacciones entre plaquetas y la pared basal. Ambos tipos de
interacciones son vitales en el mantenimiento del balance entre el sangrado y la coagulacién. En
condiciones fisiologicas, la actividad del endotelio normal apoya el estado liquido de la sangre y previene
la activacion de las células circulantes. En este contexto, el NO y las prostaglandinas son los inhibidores
de plaquetas de todos los agentes endoteliales.

La disfuncion endotelial y la integridad endotelial provoca una serie de reacciones bioquimicas y
moleculares que sirven para detener el flujo sanguineo y reparar la pared del vaso. El primer paso en la
reparacion de la pared del vaso y la prevencion de la pérdida excesiva de sangre son la vasoconstriccion,
la adhesion de plaquetas y la formacion de fibrina en el lugar del dafio, el cual causa una forma de
agregado hemostatico. La agreacion plaquetaria es mediada a través de varios agentes, incluyendo
adenosin fosfato, tromboxano A, y metaloproteasa-2. También la cascada de coagulacion extrinseca es
activada a través de interacciones entre el factor tisular vascular (FT) y el flujo sanguineo, conduciendo a
la generacion en vivo de trombina, el principal agonista de la activacion de plaquetas y la formacion de
trombina. La fibrina interacta con las plaquetas activadas para formar una estructura de engrane que es
indispensable para la consistencia adecuada y la estabilidad del trombo mural adhesivo.

Las células endoteliales juegan un papel central en el control de la hemostasia; un endotelio disfuncional
podria generar un ambiente pro trombdtico favorable para el desarrollo de lesiones aterosclerdticas y

complicaciones trombdticas (Roberto Corti, y cols., 2003).
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6.2. Progresion de la placa de aterosclerosis

La disfuncion endotelial es considerada el precursor que inicia el proceso de aterosclerosis y es
caracterizada por la expresion de moléculas de adhesion para participar en el “homing” e infiltrar
monocitos. Los monocitos migran dentro del sub endotelio, donde se transforman en macrofagos. Este
proceso de diferenciacion incluye la regulacion de varios receptores, incluyendo el CD36 y los receptores
scavenger A, que son responsables para la internalizacion de las lipoproteinas de baja densidad oxidantes
(LDL) (Yoshico M, y cols., 2011). Una vez enriquecidos, los macréfagos se transforman en células
espumosas que llevan a la formacion de estrias grasas. Esta actividad de macréfagos libera mitdgenos y
quimio atrayentes que perpetian el proceso por reclutamiento adicional de macrofagos y células de
musculo liso vascular dentro de la media dafiada. Esto podria eventualmente comprometer el lumen
vascular. El reclutamiento de células musculares lisas y macrofagos podrian contribuir significativamente
para el crecimiento de la placa, no s6lo mediante el aumento de su numero, sino también por la sintesis de
componentes de matriz extracelular. La proporcion entre las células de musculo liso vascular y los
macro6fagos juegan un importante papel en la vulnerabilidad de la placa por la actividad litica implicada.
Los macrofagos son capaces de elaborar MMPs. Estas enzimas contribuyen a la ruptura de la placa y la
formacion de trombos por la digestion de la matriz extracelular.

La progresion de las lesiones aterosclerdticas son variables y no estain muy bien entendidas. Se podria
esperar que la aterogénesis y la progresion de la lesion son lineales. Sin embargo, los estudios de
angiografias coronarias demostraron que la progresion en humanos no es lineal ni previsible. Un anélisis
de varios estudios inesperadamente revelaron que mas del 75% de infartos al miocardio ocurren en areas
suministradas ligeramente estenosadas (<50%) en arterias coronarias identificadas en un angiograma
previo. Sin embargo, en la base de los resultados patologicos, el desarrollo de la placa puede ser dividida

en progresion lenta o rapida (Roberto Corti, y cols., 2003) (Yoshico M, y cols., 2011).
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Lesion inicial l | Placa complicada ]
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plaquetas/fibrina
Luz vascular

Figura 7. Inicio de la enfermedad aterotrombdtica (Tomado de www.revespcardiol.org).

6.3. Lenta progresion de la placa

La continua infiltraciéon de monocitos/macrofagos dentro de la placa es particularmente dependiente de
factores como las moléculas endoteliales de adhesion, MCP-1, GM-CSF e IL-2 para linfocitos. Los
macrdéfagos pueden eventualmente someterse a muerte por apoptosis en la que aparente es una estrategia
de defensa para proteger la pared del vaso de una acumulacion excesiva de lipoproteinas. Aunque todavia
es incierto, si la muerte celular dispara la liberacion de MMPs, este fenomeno probablemente lleva a la
liberacién de microparticulas de membrana, causando la exposicion de fosfatidilserina en la superficie
celular y confiere una potente actividad pro coagulante. Las particulas liberadas cuentan para casi toda la
actividad de los FT (factores tisulares) presentes en la placa y pueden ser los principales contribuidores de
la iniciacion de la cascada de coagulacion y trombosis después de la ruptura de la placa (Roberto Corti, y

cols., 2004).

6.4. Rapida progresion de la placa

La répida progresion de la placa es mediada por un trombo. La evidencia sugiere que la ruptura de la
placa, la subsecuente trombosis y la organizacion del trombo fibroso también son importantes en la
progresion de la aterosclerosis tanto en pacientes asintomaticos como en los que tienen angina estable. La
ruptura de la placa con un subsecuente cambio en la placa geométrica y trombosis, resulta en una
complicada lesion. Como un rapido cambio en la geometria de la placa aterosclerdtica puede resultar la
oclusionn aguda o sub-oclusion con manifestaciones clinicas de angina estable u otros SICAs. Con mas
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frecuencia, al parecer el cambio rapido resulta en un trombo mural sin evidencia de sintomas clinicos.
Este tipo de trombo puede ser el que mas contribuye para la progresion de aterosclerosis. Varios factores
de circulacion sistémica y local pueden influenciar el grado y la duracion del depésito del trombo en el

tiempo de la ruptura de la placa coronaria (Roberto Corti, y cols., 2004).

6.5. Procesos activos - Metaloproteasas y factores tisulares —

El proceso de la ruptura de la placa es, no puramente mecanico. La inflamacion, juega un papel central en
la ruptura de la placa. Especimenes con aterectomia de pacientes con SICA revelaron dreas muy ricas en
macrofagos, y estas células son capaces de degradar matriz extracelular por la secrecion de enzimas
proteoliticas como las metaloproteasas (MMPs) colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y otras). Estas
enzimas pueden remover la capa fibrosa y predisponerse a la ruptura. Las MMPs y otros inhibidores
tisulares de metaloproteasas (TIMPs), como TIMP-1 y TIMP-2, son cruciales para el remodelamiento
vascular. Ciertamente las MMPs pueden ser particularmente activas en la desestabilizacion de la placa
(Roberto Corti, y cols., 2003).

Por otro lado, el factor tisular (FT) que es una glicoproteina de poco peso, inicia la cascada de
coagulacion extrinseca y se cree que es el mayor regulador de la coagulacion, hemostasia y trombosis. El
analisis de co-localizacion de especimenes con aterectomia coronaria de pacientes con angina estable
presentan una fuerte relacion entre el FT y los macrofagos. Esta relacion sugiere una trombogenicidad
mediada en pacientes con angina estable y SICA. Se ha observado que en especimenes de arterias
cardtidas presentan que el FT es co-localizado en macrofagos apoptoticos y liberan microparticulas mas
que en los macrofagos bioldgicamente activos. La inhibicion especifica de FT vascular por la via de
inhibidores de FT (TFPI) fue asociada con una reduccion significante de la formacion del trombo en
placas ricas en lipidos. Interesantemente, en modelos de cerdos con dafo arterial, la administracion TFPI
durante la angiografia coronaria percutdnea previene la formacion del trombo sin incremento de
complicaciones de sangrado, y esto reduce la hiperplasia en la intima afectando las células del musculo

liso (Roberto Corti, y cols., 2003).
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7.1. Matriz extracelular

El mantenimiento y la integridad del sistema cardiovascular es uno de los principales papeles de matriz
extracelular (MEC). En condiciones normales las fibras de elastina y coldgeno resisten la
desestructuracion espontdnea y pueden degradarse por las metaloproteasas de matriz (MMP) o, de forma
indirecta, por los activadores del plasminogeno (Bohdrquez-Sierra J.C., y cols., 2006). La MEC es un
complejo reticulo de proteinas e hidratos de carbono, que crea un ambiente especial en los espacios entre
las células. La matriz contribuye a unir las células para formar los tejidos y es sitio de reserva de las
hormonas que controlan el crecimiento y la diferenciacion de células. También proporciona el armazon a
través del cual se pueden desplazar las células, en particular durante los estadios iniciales de la
diferenciacién (Lodish H, y cols., 2003).

La matriz extracelular consta de tres componentes proteicos principales: proteoglucanos muy viscosos,
que protegen las células; fibras de colageno insolubles, que proporcionan fortaleza y resistencia; y
proteinas de la matriz multiadhesivas solubles, que fijan estos componentes a los receptores de la
superficie celular. Distintas combinaciones de estos componentes adaptan la fortaleza de la matriz
extracelular para propositos diversos. Por ejemplo, los animales contienen muchos tipos de matrices
extracelulares, cada una especializada para una funcion particular, como fuerza (en el tenddn),
amortiguacion (cartilago) o adhesion. En el caso de las células del musculo liso que rodean las arterias en
humanos, la matriz extracelular debe proporcionar conexiones fuertes pero flexibles. La MEC no es solo
un marco o armazon inerte que sostiene o rodea a las células. También se comunica en forma directa o
indirecta con las vias de sefiales intracelulares que imparten a las células para que desempefien funciones
especificas. Los componentes especificos de la MEC pueden activar en forma directa las vias de
transduccion de sefiales citosolicas a través de la fijacion a receptores proteicos de adhesion celular en la
membrana plasmatica. Como alternativa, a través de la fijaciéon de factores de crecimiento y otras
hormonas, la matriz puede secuestrar estas sefiales de las células o, por el contrario, presentarlas a las
células, por lo que de modo indirecto induce o inhibe las vias de sefiales (Lodish H, y cols., 2003).

La arquitectura global de un tejido esta determinada por los mecanismos de adhesion, en los que no sélo
intervienen las interacciones intercelulares sino también las interacciones entre las células y la matriz. En
los epitelios y los grupos celulares mas organizados de animales, por ejemplo, en los musculos se
encuentra una matriz extracelular de fibras de colageno, proteoglicanos y proteinas multiadhesivas de la

matriz que los rodea y subyace. Esta capa de material de la matriz desempefia varios papeles. Organiza las
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células para formar los tejidos y coordina sus funciones; ademas proporciona una via para las migraciones
celulares y sus moléculas activan las vias clasicas de transduccion de sefiales, que inducen el crecimiento
y la proliferacion de las células asi como la expresion génica. En todos estos numerosos efectos de la
matriz intervienen las moléculas de adhesion celular (CAM) ligadas a membrana que se fijan
directamente a los componentes de la MEC y del citoesqueleto. Las integrinas son la principal clase de
CAM que median en la_adhesion entre las células y la matriz. Sin embargo, otras CAM, entre ellas las
selectinas y los proteoglicanos sindecan, también fijan las moléculas de la matriz (Lodish H, y cols.,
2003). Las integrinas son heterodimeros de subunidades o y f y el sitio de fijacion del ligando se
compone de partes de ambas cadenas. En mamiferos se componen por lo menos 22 heterodimeros de
integrina; esta diversidad de integrinas y sus ligandos en la matriz permite a las células migrar hacia sus
ubicaciones correctas durante la morfogénesis tisular, y contribuye a esculpir el esquema corporal de un
embrion.

La adhesion firme a la matriz extracelular impide la migracion celular. Los cambios patoldgicos a nivel
molecular son caracterizados por el cambio en la constitucion cualitativa y cuantitativa de la MEC y la
constitucion de los miocitos. Estos cambios son el resultado de la remodelacion del tejido, como la
sintesis, degradacion, maduracion e incorporacion individual de los componentes de la MEC que forman
una estructura altamente organizada pero no solo estructural sino que también regulando y comunicando
funciones (Tyagi SC, y cols., 1997) (Maisch B., 1996). Un cambio lento de matriz extracelular es
caracteristico de un tejido cardiaco sano: la sintesis y la degradacién son un balance dindmico. La
estructura medular de la MEC miocardial esta formada por una red que consiste en coldgeno fibrilar,
colageno tipo I y III que son extremadamente resistentes a los cortes proteoliticos. Sin embargo, la MEC
miocardial también contiene componentes en cantidades bajas los que conectan componentes
individuales, comunican con miocitos, modulan el transporte y la organizacion de la MEC, influenciando
la sefalizacion tisular. Ademas contiene varios tipos de colageno (tipo IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XV,
XVII y otros) (Pelouch V, y cols., 1993)(Schacherer C, y cols., 1999) y un gran rango de glicoproteinas,
glicosaminoglicanos (heparan sulfato y sulfato condroitino), proteinas microfibrilares (fibrilina y
fibulina), laminita, fibronectina, elastina, integrinas, tenascinas y otros (Weber KT, y cols., 1995) (Ros RS,
ycols., 2001).

En algunos casos las células que en condiciones normales permanecen inmdviles se deben transformar

rapidamente en moviles. Por ejemplo, una herida cutanea se cierra por la migracion rapida de los
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queratinocitos circundantes hacia la zona lesionada. Esta transicion hacia un estado movil requiere la
desadhesion de las células de la matriz extracelular, por inhibicion de las interacciones entre las células y
la matriz, y por destruccion de los componentes de la matriz. Una clase de factores de desadhesion
comprende péptidos pequefios denominados desintegrinas, que contienen la secuencia RGD fijadora de
integrinas presente en numerosas proteinas de la MEC. Al unirse las integrinas de la superficie celular, las
desintegrinas inhiben la fijacion de las células con los componentes de la matriz, por competencia por el
sitio. Las desintegrinas presentes en los venenos de serpiente, que interfiere en la agregacion plaquetaria,
son en parte responsables de las propiedades anticoagulantes de los venenos. En contraste con las
desintegrinas del veneno de las serpientes, la segunda clase de factores de desadhesion contiene dos tipos
de proteasas, el fibrindgeno y las metaloproteasas especificas de la matriz (MMP) (Lodish H, y cols.,
2003).

Las MMPs intervienen en la mayoria de los procesos fisiologicos que requieren la remodelacién de la
MEC y tienen un papel bien definido en procesos celulares diversos como la proliferacion y la apoptosis.
Ademas de esta funcion reparadora y de remodelacion (reabsorcion dsea, recambio endometrial, etc.), la
presencia de niveles elevados de algunas MMP se ha asociado a la destruccion tisular en una amplia
variedad de procesos patologicos como aterosclerosis, diseminacion de metdstasis tumorales, artritis,
formacion de aneurismas, etc (Shapiro SD, y cols., 1998). Estudios “in vitro” han demostrado que las
MMPs son capaces de degradar una porcion de proteinas de tejido conectivo, indicando que estas enzimas
pueden jugar un papel importante en la destruccion del tejido conectivo y en la asociacién con varios
procesos patoldgicos. En estudios “ex vivo” se muestran que la expresion de las MMPs pueden ser
detectadas en tejidos dafiados usando RNA y técnicas de andlisis de proteinas como la hibridacion in situ,
PCR transcriptasa reversa, inmunohistoquimica y zimografia. Se ha reportado incremento en los niveles
de ciertas MMPs en plasma y suero de pacientes con angina inestable e infarto agudo al miocardio,
cancer, artritis reumatoide, osteoartritis, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, enfermedad de
rifion policistica y aneurisma aortica abdominal. Estudios transgénicos y modelos de animales knock-out
han demostrado “in vivo” que la MMP-3 puede promover tumorogénesis. Por otro lado, se han
identificado un gran nimero de variantes de los genes de las MMPs en el humano y se han encontrado
asociadas con la susceptibilidad o la progresion de la aterosclerosis, aneurismas y cancer (Shu Ye, y cols.,
2000).

El primer reporte de las MMPs data de 1962, cuando Gross y Lapiere, mientras intentaban establecer

como un renacuajo perdia su cola durante la metamorfosis, descubrieron el primer miembro de esta
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familia (MMP-1) (Van Lint Philippe, y cols., 2007). Por su parte un grupo de investigadores de
Estocolmo encontrd que diversas lineas celulares tumorales malignas producian grandes cantidades de
otra enzima de este tipo, que estaba intimamente ligada a la produccion de metéstasis. Desde entonces,
varias investigaciones han demostrado que las MMPs estan involucradas en el desarrollo y la progresion
de diversas enfermedades (McDonnell S, y cols., 1999). La familia fue expandida gradualmente; siendo el
ultimo miembro descubierto la MMP-28. Como su nombre sugiere, las MMPs fueron inicialmente
caracterizadas como proteasas degradantes de matriz. Indicando, colectivamente, que estas enzimas
pueden degradar todos los componentes de la matriz extracelular (MEC), teniendo influencia en muchos
procesos importantes, como la proliferacion celular, la diferenciacion, la migracion, y muerte celular, o
bien la interaccion célula-célula. No es sorprendente saber que las MMPs juegan un papel crucial en los
procesos fisioldgicos, por ejemplo, la morfogénesis de huesos, el ciclo menstrual y el desarrollo de
muchas condiciones patologicas, tales como aterosclerosis, invasion de cancer, artritis. La historia se ha
hecho atin mas compleja por el incremento de numerosos estudios relevantes, indicando que la influencia
de las MMPs es constante tanto en lo fisioldgico como en los procesos patoldgicos (Sane DC, y cols.,

2003).
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Figura 8. Sintesis y degradacién de la matriz extracelular (MEC) en aterosclerosis: balance
metaloproteasas (MMP) /inhibidores de las metaloproteasas (TIMP) (Tomado de, Sane DC; 2003).
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En la pared arterial predominan los colagenos tipo I y III, asi como los macrofagos y las células
musculares lisas, que son los tipos celulares que gobiernan el remodelado de la MEC. Otras proteinas que
contribuyen a la sintesis de MEC son la fibronectina, la laminina, la elastina y los proteoglucanos. El
balance entre sintesis y degradacion de la MEC esta regulado por el equilibrio ente las proteasas que
favorecen la degradacion (MMP) y sus inhibidores (TIMP) (figura 3) (Sane DC, y cols., 2003).

Las MMPs pueden influenciar en el resultado de la inflamacion. (Van Lint Philippe, y cols., 2007).
Particularmente en el infarto agudo del miocardio, en una fase isquémica aguda; se activan las MMPs
resultando en el deterioro de la MEC y el sitio de la isquemia; también hay un cambio en la concentracion
de los inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPs). Mas tarde las concentraciones de inhibidores
de las MMPs son bajas y desde aqui la degradacién de los componentes de la MEC continua.
Continuamente la sintesis de MEC y los sitios distales del area infartada llevan a fibrosis y falla
diastélica. La remodelacion estructural del tejido después del infarto al miocardio lleva al desarrollo de la
hipertrofia y al estiramiento de los tejidos. Estos procesos son acompafiados por el desarrollo de fibrosis
en las partes no infartadas del corazon y la dilatacion de las partes no infartadas. Resultando en falla

cardiaca (Tyagi SC, y cols., 1996) (Tyagi SC, y cols., 1998).
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8. FAMILIA DE LAS METALOPROTEASAS

8.1. Estructura y funcion

Las Metaloprotesas (MMPs) también Ilamadas matrixinas, contienen zinc en su sitio activo, requieren
calcio como agente estabilizador (de ahi el prefijo “metalo-*), y constituyen una familia de 25 miembros
(Amalinei, y cols., 2007), que se clasifican en cinco subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
matrilisinas, metaloproteasas de membrana (MT-MMP) y otras MMP (Overall, 2002).

Ademas de estos cinco grupos, algunas metaloproteasas se clasifican como “otras” por la falta de

informacion que aln se tiene sobre ellas (Butler GS & Overall CM., 2009).

‘,’

Colagenasas: pueden degradar moléculas de colagena fibrilar de los tipos I, 11, Il y X. Incluyen:

MMP-1, MMP-8, y MMP-13.

» Gelatinasas: degradan gelatinas (coldgenas desnaturalizadas), lamininas, fibronectina y elastina,
y colagena tipo IV de las membranas basales. En este grupo se ubican: MMP-2 y MMP-9.

» Estromelisinas: activas ante un amplio espectro de componentes de la MEC, entre ellos
proteoglucanos, lamininas, fibronectina, vitronectina y algunos tipos de coldgenas
desnaturalizadas. Se incluyen: MMP-3, MMP-10, MMP-11 y MMP-12.

» Matrilisinas: degradan colagena de tipo [V y proteoglucanos. Comprende a la MMP-7.

Y

Metaloproteasas membranales (MT-MMPs, por sus siglas en inglés para membrane type
metalloproteinases): al igual que las estromelisinas degradan varios componentes de la MEC y

pueden activar a otras MMPs (Ross MH, y cols., 2009)(Mora JR, y cols., 2006).

Todas ellas difieren en su estructura y especificidad de sustrato, pero su accion combinada es capaz de
conducir a la degradacion practicamente de la totalidad de los componentes macromoleculares de la
MEC. Este hecho, junto con su capacidad de actuar a pH fisiologico, convierte a estos enzimas en
candidatos que participan en la destruccion tisular.

En un primer momento, las 25 diferentes MMPs codificadas por sus respectivos genes, se clasificaron en
funcion de la especificidad del sustrato (colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas)
(Sternlicht, M. D., 2001)(Harper, E., 1971) pero actualmente la clasificacion se hace en funcidon de su
estructura (Tabla 2).
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Tabla 2. MMPs y sus sustratos.

8. FAMILIA DE LAS METALOPROTEASAS

MMP (tipo} Denominacion Sustrato MEC Sustrato no MEC
Colagenasas
MMP-{ Colagenasa-1 Colagenos 1, 11, TI, VII, VIII v X, gelatina, al-AT, IL-1B, pro-TNF,
proteoglicanos, tenascing, entacting IGFBP-3, MMP-2, MMP-9
MMP-2 Colagenasa-2 Colagenos I, I1, T, V, VIII v X, gelatina, agrecan al-AT, «2-AP, fibronectina
MMP-13 Colagenasa 3 Coldgenos I, I, TI1 IV, IX, X v X1V, gelatina, MMP-9, PAL-2
tenascina, fibronecting, agrecan,
osteonecting
Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa A Coldgenos I, 1V, V, VIL X, XI v X1V, gelatina, IL-1B, «l-P1, MMP-1, MMP-9,
elastina, fibroneciing, laminina, agrecan, MMP-13
versican, osteonectina, proteoglicanos
MMP-9 Gelatinasa B Coldgenos IV.V, VI, X, XIV, gelatina, elasting, al-AT, IL-1B, plasminbgeno
agrecan, versican, proteoglicanos, osteonectina
Estromalisinas
MMP-3 Estromalisina-1 Colagenos I, IV, V v IX, gelatina, agrecan, al-AT, ATHI, ovostatina,
versican, proteoglicanos, tenascina, fibronectina, IL-1B, amiloide A, IGFB-3,
laminina, osteonectina fibrindgeno, plasminogeno,
MMP-1, MMP-7, MMP-8,
MMP-13
MMP-10 Estromalisina-2  Coldgenos 1, IV, V, gelatina, caseina, agrecan, MMP-1, MMP-8
clastina, proteoglicanos
MMP-11 Estromalisina-3  Caseina, laminina, fibronecting, gelatina, colageno «l-AT, caseina, IGFB-1
IV, transferrina
Tipo membrana
MMP-14 MTI1-MMP Colagenos I, 1T v IT1, caseina, elastina, fibronecting, al-AT, MMP-2, MMP-13
vitronecting, tenascina, proteoglicanos, laminina,
entactina
MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina MMP-2
MMP-16 MT3-MMP Coldgeno 111, gelatina, caseina, fibronectina MMP-2
MMP-17 MT4-MMP ND MMP-2
MMP-24 MT5-MMP ND MMP-2
MMP-25 MTe-MMP ND MMP-2
Otras
MMP-7 Matrilisina Colagenos IV v X, gelatina, agrecan, proteoglicanos, MMP-1, MMP-2, MMP-S,
{ibronectina, laminina, entacting, tenascina, plasmindgeno, al-AT
caseina transferring, integrina b,, osteonectina,
elastina
MMP-12 Metaloelastasa Coldgeno IV, gelatina, elastina, caseina, laminina, «l-AT, fibrinégeno v fibrina,
proteoglicanos, fibronectina, vitronectina, plasmindgeno, mielina
entactina
MMP-20 Enamelisina Amelogenina ND
MMP-23A MMP-21 ND ND
MMP-23B MMP-22 ND ND
MMP-26 Matrilisina 2 Colageno IV, fibrindgeno, fibronecting, caseina MAMP-9
MMP-27 ND ND ND
MMP-28 Epilisina Caseina ND

MEC: matriz extracelular, a-1 AT: a-1 antitripsina, ATIII: antitrombina, IGFB: factor de crecimiento
similar a la insulina, PAI: inhibidor del activador del plasmindgeno, ND: no determinado (Pdramo JA,

2005).
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La estructura bésica de las MMPs presenta una serie de dominios: un péptido sefial, un propéptido y un
dominio catalitico carboxiterminal que une zinc. Sobre esta estructura bésica aparecen diversas variantes:
un dominio tipo hemopexina que media la especificidad del sustrato y las interacciones con inhibidores
endogenos, o un dominio transmembrana en el caso de las MMP asociadas a la membrana plasmatica

(MT-MMP, membrane type MMP) (Sternlicht, M. D., 2001).
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Figura 9. Dominio estructural general para cada grupo de MMPs. Estos dominios poseen un péptido
sefial (SP), un prodominio (Pro), un dominio catalitico con el sitio activo de union a zinc (Zn), un
dominio de bisagra (hinge domain - HG), un dominio hemopexina y para algunas un dominio
transmembranal o de anclaje (GPI), un sitio de escisién por furina entre el Pro y el dominio
catalitico. Las gelatinasas poseen ademas repeticiones similares a fibronectina de tipo II
(fibronectin-like type Il repeats - FN) (Brauer PR., 2006).
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Asi, en la clasificacion se distinguen ocho grupos estructurales: cinco de MMP secretadas y tres MT-
MMP. Muchos de los eventos sefializadores extracelulares ocurren en o cerca de la membrana celular y se
regulan por hidrdlisis pericelular. Las MT-MMP se unen covalentemente a la membrana celular, y las
MMP secretadas pueden localizarse en la membrana celular uniéndose a las integrinas, a CD44, o
mediante interacciones con proteoglicanos heparan sulfato y colageno tipo 1V, asociados a la superficie
celular (Mochizuki S, 2007).

De los 25 homologos de las MMP identificados en vertebrados, 22 de ellos corresponden a humanos.
Cada MMP posee una secuencia sefializadora N-terminal o predominio, un propeptido o prodominio que
mantiene al enzima latente hasta que se elimina por proteolisis, y un dominio catalitico que contiene la
region conservada de unién al Zn*". El dominio catalitico indica la especificidad del sitio de rotura,
mediante huecos de especificidad que se unen a residuos de aminoacidos adyacentes. Con excepcion de la
MMP7 (matrilisina), MMP26 (endometasa/matrilisina 2) y MM23, las restantes MMP poseen un dominio
hemopexina conectado con el dominio catalitico por una bisagra o region de uniéon H. Las MMP7 y
MMP26 carecen de estos dominios, mientras que la MMP23 posee, en lugar del dominio hemopexina, un
dominio rico en cisteina/prolina y otro dominio del tipo del receptor de la IL-1. El dominio hemopexina,
cuando esté presente, ejerce influencia sobre la union al TIMP, a ciertos sustratos y a algunas actividades
proteoliticas. La actividad colagenolitica requiere la union y orientacion de la fibrilla de coldgeno, el
desenrrollamiento local de su estructura helicoidal triple y la rotura secuencial de la cadena, porque la
hendidura catalitica es demasiado estrecha para acomodarse a la hélice triple completa. La region bisagra
es variable en longitud y composicion entre las varias MMP y ejerce influencia también en la
especificidad del sustrato. Las MMP2 y MMP9 (gelatinasas A y B), se distinguen por la insercion de tres
repeticiones ricas en cisteina en el dominio catalitico. Estos insertos se parecen a las repeticiones de union
al colageno tipo II de la fibronectina y se requieren para unirse y romper coldgeno y elastina. Por tltimo,
las MMP tipo membrana (MT-MMP), tienen un dominio transmembranal sencillo, un corto dominio C-
terminal citoplasmatico (MMP 14, 15, 16 y 24) y una region C-terminal hidrofobica glicofosfatidilinositol
(GPI), que actua como sefial de anclaje a la membrana. Estos dominios juegan un papel esencial en la
localizacion de diversos eventos proteoliticos en regiones especificas de la superficie celular (Edwards,

D. R, ycols., 2008).
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La familia ADAM (desintegrina y metaloproteinasa) comprende proteinas multifuncionales de membrana,
similares a las metaloproteinasas del veneno de serpientes. En su estructura muestran una organizacion de
dominios compleja que consiste en una secuencia seflalizadora, dominio metaloproteinasa, dominio tipo
desintegrina, region rica en cisteina, dominio tipo receptor del factor de crecimiento epidérmico, region
transmembranal y dominio citoplasmatico (Mochizuki S, 2007)(Edwards, D. R, y cols., 2008).

Se han descrito ya 25 ADAM en tejidos humanos y en un principio se asociaron a la espermatogénesis,
unién y fusion del esperma al huevo. Mas tarde se implicaron en la neurogénesis, modulacion de la
migracion y adhesion de las células tumorales, activacién de vias sefializadoras y liberacion de las
citoquinas y factores de crecimiento unidos a membrana. Algunas ADAM se sobreexpresan en tumores
malignos de origen diverso y su actividad se puede bloquear por inhibidores endégenos y sintéticos de las
proteinasas (MMPI). Las ADAMTS, son proteasas relacionadas con ADAM que contienen varias
repeticiones de trombospondina tipo [ (TS) en su region C-terminal, pero carecen del dominio
transmembranal presente en ADAM. Se han identificado 18 ADAMTS en tejidos humanos y se ha
detectado que ejercen funciones especificas en procesos normales y patoldgicos (Cascales Angosto M,

2009).

ADAM | po | wmp

ADAMTS [ e |[ me  |[ oo | cr [s¢)

Figura 10. Estructura de ADAM y ADAMTS. Los miembros de la familia de genes ADAM se clasifican
como subgrupos de miembros anclados (ADAM) y de tipo secretados (ADAMTS). CR, dominio rico en
cisteina; CT, dominio citosdlico; Dis, dominio desintregrina; E, dominio tipo factor de crecimiento
epidérmico; MP, dominio metaloproteinasa; Pro, dominio propéptido; SP, dominio espaciador; TM,
dominio transmembrana; TS, dominio trombospondina (Cascales Angosto M, 2009).

Las proproteinas convertasas son una familia de serina proteasas implicadas en el procesamiento
endoproteolitico de la via secretora. Entre sus sustratos estan precursores de factores de crecimiento,
neuropéptidos, hormonas peptidicas y otras proteasas. Las convertasas son también importantes en el
procesamiento de las glucoproteinas de la envuelta de muchos retrovirus, entre ellas la del HIV. (Steiner,

D. F., 1998).
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Ademads, la actividad proteolitica de ADAM puede ser regulada por sefalizacion celular mediante las
vias PKC y MAPK. ADAM funciona como molécula de adhesion que se une a integrinas o sindecanos
por su dominio desintegrina y su dominio rico en cisteina, que ayuda a la célula a digerir los sustratos.
ADAM regula indirectamente las sefiales de proliferacion celular a través de las integrinas. (Mochizuki,
S. 2007). Al igual que las MMP, las ADAM pueden romper moléculas de la MEC. No obstante, existen

aun muchas preguntas sin resolver respecto a la regulacion y funcion de las ADAM.

8.2. Regulacion de la actividad de las metaloproteasas

Las MMPs estan presentes en el intersticio del miocardio normalmente en su forma inactiva y pueden ser
activadas a minutos de la isquemia por radicales libres, citocinas e hipoxia. La actividad proteolitica de
las MMP se regula a tres niveles: transcripcion, activacion de proenzima e inactivacion (Overall, C. y
cols.,, 2002)(Folgueras A.R, y cols., 2004)(Ldpez-Otin, C, 2008). Otros mecanismos se encuentran
también implicados: estabilidad del mRNA, eficiencia traduccional, compartimentaciéon y secrecion
enzimatica, reclutamiento en la membrana celular, seleccion de sustrato, su liberacion, oligomerizacion,
incorporacion, internalizacion celular y finalmente autolisis. Estos mecanismos operan coordinadamente
para asegurar que la expresion y actividad de las MMP se circunscriban a aquellos sitios y condiciones en

los que es necesaria su actividad (Edwards, D. R, y cols., 2008)(Lépez-Otin, C, 2008).

8.2.1. Transcripcion

La transcripcion se regula de manera independiente y cada célula muestra un fenotipo proteolitico en
respuesta a los estimulos. Existen varios mecanismos mediante los que las células regulan la transcripcion
de las MMPs: regulacion por citoquinas, sefializacion y factores nucleares y polimorfismos de un solo

nucledtido (Huang, S. C, y cols., 2009).

8.2.1.1. Regulacion por citoquinas.

Muchas MMPs no se expresan en condiciones normales, pero su transcripcion puede ser inducida por
citocinas y factores de crecimiento, que son liberados por el estroma y por las células infiltradas del
sistema inmune. Las citocinas proinflamatorias como la IL-1 y 6, TGF- y TNF-o y factores como el
EGF o el PDGF estimulan la sintesis de MMPs (Folgueras AR, y cols., 2004)(Uria JA, y cols., 1998). Los
corticosteroides, la heparina y la IL-4 inhiben la expresion de los genes de las MMPs (Jugdutt BI, y cols.,
2003).
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Algunos factores como el factor transformante de crecimiento beta (TGFB) o los retinoides, funcionan
como reguladores de la transcripcion de las MMPs en células normales y tumorales (Puente, X. S, y cols.,
2005). Las citocinas como el TNF-o y la IL-1p pueden regular y activar MMPs que son inicialmente
responsables de la degradacion del colageno y subsecuentemente de la matriz. Estudios en cultivos de
fibroblastos cardiacos presentaron que IL-13 disminuy¢ la expresion de RNAm de procoldgeno ol y a2 e
incrementd los niveles en proteina de MMP-13, MMP-2 y MMP-9. El TNF-a puede incrementar la
expresion del RNAm para la pro-MMP-3. Dos activadores de MMPs se ha demostrado que estin
presentes en miocitos y son regulados en infarto al miocardio. En ratones transgénicos se sobre expresa
TNF, el cual con el tiempo desarrolla cardiomiopatia dilatada, su miocardio demuestra incremento de la
actividad de MMP por zimografia. Interesantemente el corazon expresa altos niveles de proteina de
MMP-2 y MMP-9 también tiene mayor cantidad de depodsitos de colageno y afectada la funcion
diastolica. El tratamiento anti-TNF con vectores de expresion adenovirales y el receptor soluble TNF-a
p55 atentia la expresion de MMP-2 y MMP-9, disminuyendo la sintesis de coldgeno y corrige la

disfuncion diastolica del ventriculo izquierdo (Min Nian, y cols., 2004).

8.2.1.2. Regulacion por transduccion de sefiales y factores nucleares.

Las vias de transduccion de sefiales que median la activacion transcripcional de las MMPs son también
diversas. Hay que citar las vias de la p38 quinasa activada por mitogenos (MAPK, ERK1 y ERK?2), que
estimulan o inhiben la expresion de las MMPs dependiendo del tipo celular. Sin embargo, muchas sefiales
extracelulares y vias de transduccion de sefiales convergen en el factor de transcripcion AP-1y su sitio de
unién se encuentra en la region promotora de la mayor parte de los genes de MMPs. AP1 consiste en
miembros de la familia FOS y JUN, que proporcionan un mecanismo general para la trans-activacion de
la expresion de las MMPs. Otros factores nucleares controlan la expresion de las MMPs; como los ETS,
que se unen a sitios PEA3 presentes en los promotores de los genes de MMPs; el factor nuclear kappa 3
(NFkp), que induce la expresion de las MMP-1, 3, 9, 13 y 14; los transductores de sefiales y activadores
de la transcripcion (STAT), que median los efectos de los interferones (IFN) sobre la expresion de los
genes MMPs, el factor 4 de las células T (TCF4) y la proteina de dedo de zinc asociada a CAS (CIZ), que
activa la expresion de las MMP-1, 3 y 7; la proteina p53, que modula la transcripcion de MMP-1, 2 y 13;
y el factor A1 de unién al ntcleo (CBFAI1), que forma parte de la cascada reguladora que controla la

expresion de las MMPs en células normales y tumorales. Se han identificado también, en los promotores

51




IA. ANTECEDENTES GENERALES

8. FAMILIA DE LAS METALOPROTEASAS

de varios genes de MMPs, elementos reguladores negativos, tales como el elemento inhibidor del TGF

(TIE) o el elemento rico en AG (AGRE) (Puente, X. S, y cols., 2005)(Nakamoto, T., 2000).

8.3. Activacion de las pro-MMP

8.3.1. Bases estructurales de la activacion.

Las MMP al igual que otras proteasas se sintetizan como zimdgenos inactivos en estado latente, debido a
que el prodominio enmascara el sitio activo al prevenir la hidratacion del i6n Zn** en dicho sitio, y esta
mantenido por el SH (grupo sulthidrilo) de una cisteina desapareada cercana al extremo C-terminal del
dominio propéptido. Este grupo SH actia como cuarto ligando para el ion Zn** del sitio activo y la
activacion que este “interruptor” cisteina Zn”' se abre por eliminacion proteolitica del dominio propéptido
o por perturbacion ectdpica de la interaccion cisteina Zn*'. Una vez desplazado, el grupo SH se reemplaza
por una molécula de agua y el enlace peptidico puede entonces romperse. El sitio para la rotura del
proMMP-2 por la MT1-MMP que inicia la activacion, se encuentra en un bucle expuesto en la superficie,
dentro del prodominio, que es probable que esté¢ también presente en otras MMPs y que funcione como
“cebo” para activar proteasas como las plasmina, chimasa y triptasa. Después de la rotura inicial, la
estructura del prodominio se despliega parcialmente, y expone sitios adicionales para posteriores roturas
por enzimas activos como la MMP-3, o por rotura autolitica en trans. La unién a un ligando o a un
sustrato puede también conducir a la separacion del propéptido y a la activacion de la proteasa. El
requerimiento de una segunda MMP para llevar a cabo la rotura final de activacion en la fenilalanina o
tirosina en posicion 80 u 81, respectivamente, ha sido un avance conceptual en la investigacion de las
MMP. Diferencias en el sitio activo, subsitio S12 y secuencias del propéptido de la MMP generan
especificidad para activar las proteasas. La MMP-1, es el mejor ejemplo de MMP que requiere la rotura
por MMP-3 para su activacion. Esto no puede ser debido a una reaccion autocatalitica, ya que el hueco
poco profundo del subsitio S12 de MMP-1, no puede acomodar el grueso de las cadenas laterales tales
como la fenilalanina aminoterminal de la enzima activa procesada correctamente. Otras MMP, como la
MMP-2, poseen un hueco profundo que puede acomodar a la Tir 81, de manera que la activacion pueda
completarse de forma autocatalitica en frans por otra MMP-2 activa, que ha de estar anclada en la

superficie celular (Lopez-Otin, C. 2002).
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8.3.2. Compartimentos activadores. »

Varias MMP, las MT-MMP y las MMP-3, ejercen un importante papel activador sobre otras proMMP,
que lo ejercen ellas mismas una vez que han sido activadas por otras proteasas, como las serina proteasas
furina y plasmima. Asi que, en casi todos los casos el proceso de activacion de las MMPs requiere la
presencia de otras proteasas, que actiien directa o indirectamente en los circuitos proteoliticos. La
activacion de las MMP tiene lugar a veces en el espacio inmediato pericelular, en sitios con elevada
afinidad para los respectivos precursores enzimaticos, como ocurre en la activacion de proMMP2 por las
MTI-MMP y MT2-MMP. Sin embargo, la union de MMPs a las moléculas de la matriz unidas a la
superficie celular puede proteger de la activacion proteolitica, como ocurre cuando se une el proMMP-2
al colageno unido a la integrina. El mecanismo de activacién del proMMP-2, mediado por las MT-MMP
es muy complejo e implica la formacion de un agrupamiento multiproteico en la superficie celular que
incluye la presencia de TIMP-2, que une el dominio C-terminal de la hemopexina del proMMP-2 a la
molécula de MT1-MMP. Las integrinas pueden también formar parte de este complejo y estar implicadas
en la activacion pericelular de las MMP especificas. Al contrario que estos mecanismos extracelulares o
pericelulares de activacion de los proMMP, un subgrupo de estas proteasas, entre las que se incluyen las
MT-MMP, MMP-11, MMP-23 y MMP-28, se activan dentro de la célula por proproteina convertasa del
tipo furina, aunque la furina puede ser también efectiva en la activacion de la MT-MMP en la superficie

celular (Lopez-Otin C, 2002).

8.4. Inhibicion de las metaloproteasas

8.4.1. Inhibidores tisulares de las Metaloproteasas (TIMP).

Los inhibidores naturales especificos de la MMP son los TIMPs (inhibidores tisulares de
metaloproteasas), que se unen a ellas de forma irreversible y el nivel neto de la actividad proteolitica
dependera de las concentraciones relativas de MMPs activas y sus inhibidores. Ademas, los TIMP poseen
propiedades reguladoras del crecimiento celular. Hasta el momento se han identificado cuatro inhibidores
en mamiferos: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. A pesar de tener cierta similitud estructural entre
ellos, existen diferencias entre la especificidad de los diversos TIMP. Asi, TIMP-1 resulta particularmente
importante en la regulacion de la actividad de MMP-9, y TIMP-2 para el control de la actividad de MMP-
2 (Loftus IM, y cols., 2002). TIMP-3, a diferencia de TIMP-1 y TIMP-2, puede inducir apoptosis de las
células musculares lisas vasculares y, de esta forma, estar implicado en la patogenia de la aterosclerosis

(Baker AH, y cols., 1998).
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Por otro lado, la inhibicion de las MMPs en el campo de las enfermedades vasculares, la mayoria de las
publicaciones relacionadas con la inhibicion de estas se ha limitado a investigar su efecto sobre la
hiperplasia intimal y el desarrollo de aneurismas. Los métodos posibles de inhibicion son:
- Incrementar los niveles de TIMP mediante la administracion exdgena de TIMP
recombinante o por estimulacion de su produccion local a través de terapia génica.
- Administracion de inhibidores sintéticos.
- Reduccion de la produccion de MMP (George SJ, y cols., 1998)(Linjnen HR, y cols., 1999)
(Rouis M, y cols., 1999).

La actividad de las metaloproteasas también esta regulada por la activacion de los zimdgenos precursores,
la inhibicion por los inhibidores endogenos y por los inhibidores tisulares de las metaloproteasas
(TIMPs). Asi el balance entre MMPs y TIMPs son criticos para la eventual remodelacion de la MEC en
el tejido. Existen algunos inhibidores sintéticos de las MMPs, entre ellos se han investigado los péptidos
batimastat y marimastat. El batimastat es un inhibidor de amplio espectro de las MMPs que ha mostrado
resultados prometedores en la limitacion del crecimiento de aneurismas en modelos experimentales
(Bigatel DA, y cols., 1999), aunque su empleo a largo plazo se ve limitado por su falta de
biodisponibilidad via oral. El marimastat, de segunda generacion, si es activo por via oral. Sin embargo,
posee un 30% de efectos secundarios a nivel musculoesquelético, aunque se ha estudiado en modelos
experimentales humanos de hiperplasia intimal y aneurismas, con resultados alentadores (Porter KE, y
cols., 1998)(Treharne GD, y cols., 1999). Los genes que se estudiaron en este proyecto, pudieran estar
implicados directamente con todos estos procesos fisioldgicos y patologicos, por lo que hay un gran
interés en conocer el papel que desempefian estos inhibidores de metaloproteasas en padecimientos como

el infarto al miocardio.

8.4.1.1 Descripcion de TIMPs.

Los TIMPs consisten en 184-194 aminoéacidos, son inhibidores de metaloproteasas. Estos estdn
subdivididos en subdominios amino terminal y carboxilo terminal. Cada dominio contiene tres enlaces
disulfito conservados y dominios amino terminal plegados como una unidad independiente con la
actividad inhibitoria de la MMP. Todos los inhibidores TIMPs han sido hasta ahora probados con las
MMPs, pero TIMP-1 es un inhibidor pobre para MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP y MMP-19. Se ha
demostrado que TIMP-3 inhibe a ADAMSs (una desintegrasa y metaloproteasa) (ADAM-10, -12y -17)y
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ADAMTSs (una desintegrina y metaloproteasa con motivo trombospondina) (ADAMTS-1, -4 y -5).
TIMP-1 inhibe a ADAM-10 (Leco KJ, y cols., 2001).

8.4.1.2. Mecanismos de inhibicion de TIMPs y sus variantes.

El mecanismo de inhibicion de TIMP se ha dilucidado basandose en la cristalografia del complejo TIMP-
MMP (Gomis-Ru" th FX, y cols., 1997)(Fernandez-Catalan C, y cols., 1998). La forma general de la
molécula TIMP es “wedge-like” (de cuiia), con cuatro residuos en el extremo amino terminal, que son
Cysl-Thr-Cys-Val4 y los residuos Glu67-Ser-Val-Cys70 (residuos que estan en TIMP-1) que estan
unidos por un pueste disulfuro de una cadena contigua que activa el sitio de las MMPs. La region ocupa
el 75% de la interaccion proteina-proteina en caso del complejo del dominio catalitico de MMP-3 y

TIMP-1.

tv-zermnvinal Capremyinal N-termnal C-t2rminal

Figura 11. Estructura tridimensional de TIMP-1 y TIMP-2 (Tomado de Hideaki Nagase, 2006).

La mutacion de la posicion 2 (Thr en TIMP-1) afecta la afinidad de los TIMPs a las MMPs y la
sustitucion de una glicina esencialmente inactiva a TIMP-1 para la inhibicién de la MMP (Meng Q, y
cols., 1999). Adicionalmente la doble y triple mutacion de las posiciones Val4 y Ser68 generan la
inhibicion entre MMP-1, -2 y -3 (Wei S, y cols., 2003). La mayor diferencia entre TIMP-1 y TIMP-2 es
que TIMP-2 tiene un gran loop AB. Por ultimo contiene Ile35, Tyr36 y Asn38 que se ajustan a una
cavidad especial en la superficie de la molécula MTI-MMP y de estos, la Tyr36 juega un papel
importante en la interaccion con MT1-MMP (Williamson RA, y cols., 2001). TIMP-1 es un pobre
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inhibidor de MT1-MMP, MMP-19 y ADAMI17, pero gana la reactividad de las tres metaloproteasas
mediante la sustitucién de Thr98 con Leu, solo con la modificacién del loop AB (Lee MH, y cols., 2004).
TIMP-2 no inhibe ADAM-17 pero puede ser convertido a un inhibidor funcional por la sustitucién del
loop AB con la de TIMP-3, en combinacion con las mutaciones S2T/A70S/V71L. TIMP-4 es un inhibidor
débil de ADAMI17 por la truncacion del dominio carboxilo terminal que incrementa la reactividad. La
sustitucion con TIMP-3 loop AB mejora significativamente la actividad inhibitoria con una ; sub
nanomolar (Lee MH, y cols., 2005).

La carbamilacion del grupo amino terminal (Higashi S, y cols., 1999) o una adicion de Ala en el amino
terminal (Wingfield PT, y cols., 1999) inactiva los TIMPs con respecto a la inhibicion de la MMP. Sin
embargo, estudios recientes de Wei y cols., (Wei S, y cols., 2005) muestran que la adicion de Ala al amino
terminal de TIMP-3 no altera significativamente la capacidad de inhibir a ADAM-17, aunque se
deteriora la inhibicion de las MMPs. La mutacion de Thr2 de TIMP-3 a Gly también inactiva la
inhibicion de la MMP, pero mantiene la actividad inhibitoria de ADAM17. Estos estudios sugieren que el
mecanismo de TIMP-3 para inhibir ADAMs puede ser diferente al de las MMPs.

Basados en varios estudios, un gran numero de inhibidores de MMPs han sido disefiados y sintetizados y
algunos fueron clinicamente probados para el tratamiento de pacientes con céncer o artritis, pero
mostraron poca eficacia hasta el momento (Baker AH, y cols., 2002). La falla de estos ensayos clinicos
puede deberse parcialmente debido a nuestro limitado conocimiento de la funciéon de las MMPs y sus

inhibidores los TIMPs en la biologia, patologia y la falta de inhibidores selectivos.

8.4.1.3. Otros inhibidores enddgenos de las MMPs.

Existen varias proteinas endogenas también inhibidoras de las MMPs, y algunas contienen dominios que
son homdlogos a los dominios inhibidores de TIMPs. RECK (proteina rica en cisteina, que induce la
reversion con motivos Kazal), es un inhibidor de las MMPs de la superficie celular y un regulador clave
de la integridad de la MEC y de la angiogénesis. Este es también el caso del TFPI2 (del inglés, tissue-
factor pathway-inhibitor-2), una serina proteasa que puede funcionar como inhibidora de las MMPs. De
igual manera los inhibidores de las MMPs pueden estar escondidos en los dominios NC1 (canstatina) del
coldgeno tipo 1V o en el dominio de unién a la laminina de la agrina, los cuales son similares en su
estructura a los TIMPs (Handsley, M. M. 2005).

Las MMPs se encuentran reguladas, a nivel transcripcional y post-transcripcional (estabilizacion del

mRNA, glicosilaciones), y su transcripcion se induce en respuesta a las citocinas, factores de crecimiento,

56




IA. ANTECEDENTES GENERALES
8. FAMILIA DE LAS METALOPROTEASAS

agentes quimicos, estrés oxidativo y estrés fisico, oncogenes e interacciones con la MEC. Con estas
herramientas se ejerce una estricta regulacion de las MMPs restringiéndose su accion a determinados
procesos fisioldgicos, como el desarrollo embrionario, reproduccion y remodelacion tisular. Por el
contrario, muchos estados patologicos, se asocian a una desregulacion de las MMPs (Lopez-Otin, y cols.,

2008).
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Actualmente existen diversos estudios de MMPs aunque la mayoria estan enfocados en céncer, también
hay estudios asociados con enfermedad cardiovascular pero muy pocos estan dirigidos especificamente
con infarto al miocardio.

4 En una revisidn realizada por Hopps E (2015), menciona que existe un patréon de alteracion de
MMPs/TIMPs que estan asociados con aterosclerosis y el riesgo a enfermedad cardiovascular. En
particular los niveles en plasma de la MMP-9 y el TIMP-1 estan asociados con las causas de mortalidad
cardiovascular. Aunque en la literatura existen evidencias de una mejora en la relacion MMP-/TIMP en
proporcién a la dieta y ejercicio. Esta revision sugiere como una terapia farmacolégica dirigida, que al
contrastar el perfil de MMP se podria atenuar el proceso aterosclerdtico y reducir la morbilidad y
mortalidad cardiovascular (Hopps E, 2015).

v Recientemente se estudio la asociacion entre los genotipos y haplotipos de MMP-1 G-1607 GG,
MMP-12 A82G y la MMP-12 A1082G, con el prondstico de enfermedad arterial coronaria (CAD). Este
estudio se realizé en poblacion Africana y concluyeron que el haplotipo GG-A de MMP-1G-1607GG,
puede predecir futuros eventos clinicos en pacientes y se sugiere la importancia de éste en la prediccion
del pronodstico de CAD (Jguirim-Souissia 1, y cols., 2011).

Sini y colaboradores (2014) encontraron en su estudio una asociacion no reconocida de MMP-9 con la
disfuncion de HDL y su propiedad proinflamatoria indicando una conexion molecular que puede
potenciar el riesgo de enfermedad cardiovascular en sujetos con disfuncion de HDL (Sini S, y cols.,
2014).

v Wu y colaboradores (2013), estudiaron el papel que pudiera tener la MMP-9 en la inflamacion, la
degradacion de matriz en aterosclerosis y ruptura de la placa. Donde el alelo T del polimorfismo
1s3918242 se ha reportado con una alta actividad en el promotor y se ha asociado a la enferemdad arterial
coronaria (CAD). Este estudio lo realizaron en poblacion Han de China con CAD y concluyeron que la
MMP-9 se encuentra elevada en suero y también asociaron al polimorfismo rs3918242 en el desarrollo de
la enfermedad, influenciando la expresion de MMP-9 (Wu H, y cols., 2013).

v Morris D y colaboradores (2013), investigaron varios SNPs de MMP1, MMP3, MMP9, MMP10,
MMP12, MMP13, TIMP1 y TIMP3. Pero fue el rs3025058 de la MMP3 ubicado en la region promotora
el que aparentemente modera el factor de riesgo para el aneurisma aortico abdominal en una poblacion

Australiana (Morris DR, y cols, 2013).
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v Con respecto a los inhibidores de las MMPs, se estudio a TIMP3 el cual se regula a la baja en
enfermedades inflamatorias y metabdlicas, como la DM2 y aterosclerosis; para este estudio se generaron
nuevos modelos de raton donde se sobre expresaba a 7imp3 en placas aterosclerdticas, resultando en la
reduccion de sefiales de éstres oxidativo, evidenciando la disminucién de peroxidacion lipidica, la

carbonilacion de proteinas y la nitracion de ateromas (Viviana Casagrande, y cols., 2012).
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1.1. Regulacion por polimorfismos de un sélo nucleotido (rSNP)

La mayoria de las enfermedades comunes tiene un origen multifactorial, es decir, surgen como resultado
de la interaccion de multiples variantes genéticas y diversos factores ambientales, razon por la cual no
siguen patrones hereditarios mendelianos y se les denomina enfermedades "complejas". (Botstein D, y
cols., 2003). Aun en el caso de trastornos infecciosos, se ha documentado la contribucion genética del
individuo en la evolucion natural del padecimiento (Frodsham AJ, 2004). En los estudios de asociacion,
el marcador es prevalente en pacientes contra los que no estan enfermos y esta es considerada evidencia
de asociacion entre la enfermedad y el marcador. Aunque hay muchas limitantes en los estudios de
asociacion tal vez son el mejor mapeo de enfermedades complejas poligénicas. Sin embargo, este tipo de
estudios requieren un gran nimero de pacientes y un grupo control adecuado para lograr al menos el 80%
del poder de deteccion.

Los polimorfismos de un sélo nucleotido (SNP) es la forma mas simple de la variacion de DNA entre
individuos. Estos simples cambios pueden ser de tipo transicion o transversion y ellos ocurren a lo largo
del genoma con una frecuencia de alrededor de 1 en 1,000 pb. Se estima que mas de tres millones de
SNPs han sido encontrados hasta ahora. Estos SNPs pueden ser los responsables de la diversidad entre
individuos, la evolucion del genoma, los rasgos mas comunes familiares como el cabello rizado,
diferencias interindividuales en la respuesta a farmacos y enfermedades comunes y complejas como la
diabetes, obesidad, hipertension y desérdenes psiquidtricos. Los SNPs pueden cambiar la codificacion de
aminodcidos (no sindénimos) produciedo enfermedad, por lo tanto, pueden ser sujetos a seleccidn natural;
también pueden ser silenciosos (sindnimos), donde no hay un cambio en la codificacion de aminoacidos y
no tienen efecto en la funcion del gen y fenotipo, o simplemente ocurren en regiones no codificantes.
Estos SNPs pueden influenciar la actividad del promotor, el efecto en la traduccion de proteinas y
producir enfermedades (Barkur S, 2009). Casi todas las enfermedades de origen monogénico
(mendeliano) se deben a mutaciones que modifican la secuencia y la funcion de una proteina (Botstein D,
ycols., 2003).

La proporcion del genoma que codifica a proteinas representa sélo 1.5%; sin embargo, se ha calculado
que alrededor de 5% del genoma es funcionalmente importante dado que su secuencia estd conservada
debido a una fuerte seleccion (Cooper GM, 2003). Esto sugiere que una fraccidon considerable del genoma
(3.5%) esta integrada por elementos funcionales no codificantes, muchos de los cuales pueden intervenir

en la regulacion de la expresion genética (Cooper GM, 2003)(Drake JA, y cols., 2006).
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La variacion fenotipica como resultado de la variacion de la regulacion de la expresion genética se
propuso desde mediados de la década de 1970. (King MC, 1975). El estudio de la expresion genética a
escala genodmica ha sido un avance crucial para establecer que la variacion de la expresion genética entre
una persona y otra es un fendmeno comun y que se vincula con un fenotipo (Sandberg R, y cols.,
2000)(Steinmetz LM, y cols., 2002). Los SNPs reguladores (rSNP) se encuentran en los promotores de los
genes que sintetizan proteinas y afectan los niveles de expresion génica (Sadee W, 2009).

La expresion génica es un fendmeno bioldgico de vital importancia para el crecimiento, diferenciacion,
apoptosis y desarrollo de cada una de las células y de los organismos en un determinado espacio y tiempo
(Ogbourne S, 1998).

La regulacion de la expresion genética se refiere a los mecanismos celulares que controlan el perfil
espacio temporal del producto funcional de un gen. La regulacion puede actuar a nivel de la transcripcion
(mecanismos de regulacion transcripcional) o de manera postranscripcional; aludiendo a los SNPs
reguladores. La intensidad de la transcripcion de un gen que codifica a una proteina depende, al menos,
de la union de factores de transcripcion activados a regiones reguladoras en la molécula de ADN y del
reclutamiento del complejo activo de la polimerasa I de ARN, que en conjunto determinan la frecuencia
de sintesis del ARNm correspondiente (Woychik NA, 2002)(Kadonaga JT, 2004). Los factores de
transcripcion son proteinas que al unirse a sitios especificos del ADN, los denominados elementos de
respuesta (ER), pueden interactuar con otros factores transcripcionales o con cofactores para formar un
complejo de proteinas y DNA que permiten la iniciacion de la transcripcion del gen. Los ER son
secuencias de ADN de aproximadamente 4 a 15 pares de bases (pb) de longitud cuya secuencia casi
siempre presenta algunas variaciones. Diferentes familias de factores transcripcionales reconocen
distintos ER. Los cambios sutiles en la secuencia de un ER pueden inducir cambios en la afinidad con la
que se une el factor transcripcional correspondiente y modificar asi los niveles de transcripcion (figura
12). En los vertebrados, los ER pueden encontrarse en tres tipos de regiones reguladoras conocidas. Los
que componen al promotor suelen localizarse dentro de las primeras 1 000 pb en la region 5° del inicio de
la trascripcidn; otros pueden situarse a grandes distancias de dicho sitio (hasta 100 kb 5° 0 3" del gen) en
estructuras conocidas como enhancers (o potenciadores), que pueden incrementar la frecuencia de inicio
desde el promotor con el que se relacionan, asi como en los silencers (o silenciadores), que pueden
reducir o suprimir la transcripcion (Levine M, 2003). Las mutaciones en los ER de cualquiera de estos tres
tipos de regiones reguladoras en el genoma (rSNP) pueden modificar la transcripcion e influir en el

fenotipo del individuo.
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El' ADN genémico se encuentra unido con proteinas y forma un complejo nucleoproteinico llamado
cromatina. Las regiones del genoma que estan organizadas de manera compacta (heterocromatina) estan
apagadas desde el punto de vista transcripcional. En contraste, las regiones transcripcionalmente activas
del genoma presentan una organizacién mas relajada (eucromatina). La organizacién del ADN gendémico
en cromatina es fundamental en la regulacion de la expresion genética. La modulacion diferencial de la
compactacion del ADN genera diferentes fenotipos heredables, sin cambio alguno en la secuencia del gen
blanco de esta modulacidn, lo cual se conoce como epigenética. Los factores que afectan la trascripcion
también pueden catalogarse como factores en cis, como aquellos que ejercen su efecto en la misma
cadena de ADN y cerca del gen en cuestion. Los elementos de respuesta (y sus variantes polimorficas)
afectan la transcripcion en cis. Por otro lado, los efectos en trans surgen de un gen o factor adicional. Los
efectos en frans pueden originarse por factores no genéticos, como estimulos ambientales (drogas,
patégenos, enfermedades) o bien variaciones genéticas en otros genes que afectan la expresion del gen en

cuestion (Buckland PR, 2006) (Pastinen T, y cols., 2006).
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Figura 12. Importancia de los polimorfismos de un sélo nucledtido en regiones reguladoras (rSNPs).

A) Estructura bésica de un gen a nivel de secuencia de ADN; un gen posee una region reguladora que
contiene elementos de respuesta reconocidos por factores de transcripcion y una region codificante que
tiene la informacion necesaria para sintetizar una proteina, para que un gen se exprese en una célula
determinada, ésta debe poseer los factores de transcripcion adecuados; ademds, los elementos de
respuesta deben estar expuestos para que puedan reconocerlos los factores transcripcionales. B). La
estructura de la cromatina puede impedir el acceso de factores de transcripcion a sus elementos de
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respuesta. C). El desplazamiento de los nucleosomas expone los elementos de respuesta y permite la
agrupacion de la maquinaria transcripcional y la expresion del gen. D) Las mutaciones en los elementos
de respuesta pueden modificar la expresion del gen y afectar el fenotipo del organismo (Herndndez-
Romano J, y cols., 2009).

En resumen, la expresion génica entre un individuo y otro pueden modificar el fenotipo en enfermedades
complejas. Los SNPs reguladores encontrados en estas regiones pueden modificar, destruir o crear sitios
de unién y reconocimiento para factores de transcripcion, alterando de esta manera los niveles de
expresion génica y llevando a una sobre expresion de los mismos. Estudios compartivos en gemelos
idénticos y hermanos sugieren que la variacién genética es uno de los factores asociados con la
susceptibilidad para muchas enfermedades comunes. La diversidad en la poblacién es también asociada
con estas variaciones. Los SNPs son considerados la forma mas predominante de segregacién y variacion

a nivel molecular.
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2. POLIMORFISMOS EN EL GEN DE LA METALOPROTEASA

2.1. Polimorfismos en el promotor del gen de la MMP-1

2.1.1. Nombres alternativos del gen MMP-1: colagenasa intersticial, colagenasa-1, colagenasa
fibroblastica, CLG1. Se localiza a lo largo del brazo del cromosoma 11 en la region 11¢22.3, su tamafio

es de 8 244 pb y contiene 9 intrones y 10 exones (Pardo A, 2005).

2.1.2. Funcién: La MMP-1 degrada colagena fibrilar formando gelatina, susceptible a la accion de otras
MMPs. Una gran variedad de moléculas son también sustrato para esta colagenasa, confiriéndole un rol
esencial en el remodelado de la MEC; acttia sobre el agrecano, versicano, caseina y tenascina-C. Ademas,
puede romper enlaces en moléculas que no pertenecen a la MEC con la consiguiente activacioén o
inactivacion de éstas. Un ejemplo es la regulacion del factor de crecimiento similar a insulina (IGF) al
escindir a la proteina de union a IGF (Pardo A, 2005). Debido a sus funciones, un aumento de la actividad
de la MMP-1 se ha asociado a hipertrofia cardiaca (Miura S, y cols., 2003), patologias articulares
(Vincenti MP, 2002) y céncer (Nishioka Y, y cols., 2003).

2.1.3. Regulacion: Entre los factores que estimulan la transcripcion del gen de la MMP-1 se encuentran
los ésteres de forbol por medio de un sitio de union a AP-1 (Vincenti MP, 2002). Diversas citocinas son
también inductores de la MMP-1: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), los factores de crecimiento
fibroblastico (FGF)-1,-2,-7, y -9, el factor de crecimiento de hepatocitos, el factor estimulante de colonias
de granulocitos y macrofagos, los interferones-3 y -y, el factor de crecimiento transformante a (TGF- o)
y las interleucinas -1, -2, -4, -5, -6, -8 y -10 (Woessner JF, 2000). Por otra parte, la transcripcion de
MMP-1 se disminuye por algunos derivados de la vitamina A y el TGF-B a través de un elemento
inhibitorio de TGF-B (TIE) cuya mutacion produce un aumento significativo de la transcripcion de MMP-
1 (White LA, y cols., 2000). Por ultimo, para que la activacion de la procolagenasa MMP-1 se lleve a cabo
de manera completa, se requiere de la conjuncion de la actividad de dos proteinasas: el activador de
plasminégeno tipo urocinasa y la MMP-3 (estromelisina-1) (Suzuki K, y cols., 1990). La actividad de la
MMP-1 se inhibe directamente al formar un complejo con el TIMP-1 (Woessner JF, y cols., 2000).

2.1.4. Polimorfismo de estudio. El polimorfismo a estudiar en este gen es el -1607 que resulta de una
insercion/ delecién de una guanosina. Un alelo tiene una sola guanosina (1G) y el otro alelo tiene dos

guanosinas (2G) en el sitio polimérfico. Ensayos en los promotores identificaron que este es un
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polimorfismo funcional (Shu Ye., 2000). Como se menciond anteriormente, ciertos mediadores
inflamatorios inducen un aumento en la expresion de MMP-1. Ademas de la inflamacion, existe la
posibilidad de que este incremento se deba a factores genéticos. En un promotor de MMP-1 en la posicion
-1607 pb, la insercion de una guanina adicional crea un sitio de union para el factor de transcripcion Ets,
5’-GGA-3’, incrementando significativamente su tasa de transcripcion (Rutter JL, y cols., 1998); este
polimorfismo se ha relacionado con ciertos tipos de céancer (Nishioka Y, y cols., 2003).

Pearce y colaboradores, analizaron el efecto del haplotipo que involucra a los polimorfismos 519A>G y
—340T>C del gen de la MMP-1 sobre el riesgo de infarto agudo al miocardio (IAM) en una poblacién
britdnica y en una poblacion sueca. Se encontré que en relacion al haplotipo A=519 / T-340, los
haplotipos A—519 / C—-340 y G—519 / T=340 tenian un efecto protector (odds ratio=0.70 [0.57 a 0.86];
P=0.0007) y en contraste, el haplotipo G=519 / C—340 aumentaba el riesgo de IAM (odds ratio=1.94
[1.15 a3.28]; P=0.013) (McDonnell S, y cols., 1999).

2.2. Polimorfismo en el promotor del gen de la MMP-2
2.2.1. Nombres alternativos de la MMP-2. gelatinasa A. Este gen se localiza en el brazo del cromosoma

16 en la region 16q13-q21, su tamafio es de 27 516 pb y contiene 11 intrones y 12 exones.

2.2.2. Funcidn: Este gen se codifica para una proteina de 62 kDa que esta involucrada en la degradacion
de colégeno IV y se encuentra en la mayor parte del tejido conectivo (Price SJ, y cols., 2001). En el
corazon se encuentra en las capas endocardica y subendocardica siendo asi una de las MMPs mas
prevalentes en los tejidos cardiacos. Se le halla en la circulacion coronaria. Por otra parte, durante la
agregacion plaquetaria mediada por metaloproteasas, se libera un pico de MMP-2 de las plaquetas
mismas en cuestion de segundos. Debido a esto, en la reperfusion que sigue a un periodo de isquemia, la
liberacién aguda de MMP-2 agrava la disfuncion mecénica del corazén (Cheung PY, y cols., 2000). Se ha
observado que cadenas pesadas de miosina son sustrato para la MMP-2 y que los productos de
degradacion se encuentran en corazones de cardiomidpatas (Rouet-Benzineb P, y cols., 1998) revelando la
actividad de la enzima. También ha sido descrita su participacion en procesos ateroscleroticos por

permitir la migracion de células de musculo liso y por facilitar la ruptura de la placa de ateroma.

2.2.3. Regulacion: La regién promotora del gen MMP-2 posee sitios de union para los factores de

transcripcion AP-2, p53 'y Spl (Qin H, y cols., 1999)(Kadonaga JT, 1987)(Turner J, y cols., 1999) siendo
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todos reguladores de la produccion de la enzima. Por tanto, cualquier modificacion de estas regiones es
susceptible de cambiar la tasa de transcripcion de la MMP-2 (Price SJ, y cols., 2001). Estudios en el
polimorfismo -1306 C/T, han mostrado que se interrumpe un sitio promotor tipo Sp-1 (caja CCACC),

mostrando una sorprendente baja de actividad del promotor con el alelo T (Vasku A, y cols., 2004).

2.2.4. Polimorfismo de estudio: Price y colaboradores identificaron 15 variantes en la secuencia del gen
MMP-2, donde todas son sustituciones de una sola base; se contaron siete transversiones y ocho
transiciones. De los polimorfismos, seis se localizaron en el promotor, seis en la region codificante, uno
en el 5’-UTR, uno en el 3’-UTR y uno en una secuencia de intervencion (o intrén). La mayoria de estas
variantes no causa modificaciones en la secuencia de aminoacidos. Sin embargo, la transicion G—A en
posicion -1646 provoca la sustitucién de una glicina por una serina (G456S). Otra de las variantes
encontradas fue la transicion C—T en la posicion -1306, donde el alelo -1306C resulta en una mayor
actividad del promotor de MMP-2. A pesar de esto, la menor actividad promotora del alelo -1306T podria
estar relacionada con patologias que involucran la regulacion de la MEC, como el desarrollo de la EAC.
Sin embargo, otros estudios realizados hasta ahora no han logrado demostrar esta asociacion entre el SNP
-1306 C/T y la EAC o el IAM en las poblaciones francesa, alemana (Lamblin N, y cols., 2002),
estadounidense (Armstrong C, y cols., 2007) o turca (Alp E, y cols., 2011). En lo que concierne al
polimorfismo -790 T/G, Vasku y colaboradores encontraron una asociacion entre el genotipo TT y la
angina de pecho en la poblacion Checa contrariamente al reporte de Alp y colaboradores, en donde no se
hall6 dicha relacion en la poblacion turca (Vaskii A, y cols., 2003). La sustitucion -735 C/T destruye un
elemento de unién a Spl, alterando la transcripcion de MMP-233. En el estudio de Alp y cols., el
genotipo -735TT fue casi significativamente (p=0.054) menos frecuente en controles que en pacientes con
IAM y resultd en tres veces el riesgo de desarrollar un IAM. De los polimorfismos mencionados, este
mismo estudio demostré que el haplotipo A-1575/C-1306/G-790/C-735 est4 asociado a pacientes con
EAC y antecedentes de IAM; este haplotipo deriva en seis veces el riesgo de desarrollar EAC en relacion
con el haplotipo GCTC que es el méas comtn. En el estudio de Alp y colaboradores, no hubo asociacion
entre los polimorfismos -1575 G/A, - 1306 C/T, -790 T/G del gen de MMP-2 y la EAC. Otro estudio
realizado por Delgado-Enciso refiere que el genotipo CC del polimorfismo MMP-2-1306 aumenta el

riesgo de IAM en la poblacién mexicana (Delgado-Enciso I, y cols., 2009).
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2.3. Polimorfismo en el promotor del gen de la MMP-3
2.3.1. Nombres alternativos de la MMP-3: estromelisina humana fibrobléstica; estromelisina 1; STMY 1;
STRI, transina, progelatinasa. Se localiza en el brazo largo del cromosoma 11 en la region 11q22.2-22.3,

su tamafio es de 7 815 pb y contiene 9 intrones y 10 exones (Ye S, y cols., 1995).

2.3.2. Funcion: La MMP-3 es una proteasa intimamente relacionada con la colagenasa MMP1 y tiene un
amplio rango de especificidades para el sustrato. Se produce principalmente en el tejido conectivo y
puede degradar proteoglicanos, fibronectina, laminina, colagena tipo IV, pero no la de tipo I. Es capaz de
activar otras MMP’s, entre ellas colagenasas y gelatinasas (Woessner JF Jr.. 1991). Por hibridacién in
situ de mRNA se demostro la presencia de MMP-3 en las placas aterosclerdticas coronarias, sobre todo en
las zonas mds susceptibles de ruptura (Henney AM, y cols., 1991). También se ha observado que la

MMP3 promueve el inicio de la formacién tumoral en el cancer de mama (Sternlicht MD, y cols., 1999).

2.3.3. Regulacion: La expresion de estromelisina se regula principalmente en el punto de su transcripcion
por estimulos que actian en su regiéon promotora, entre ellos factores de crecimiento y citocinas. Los
niveles de RNAm son inducidos por IL-1f y suprimidos por acido retinoico y dexametasona (Buttice G,
v cols., 1991)(Quinones S, y cols., 1989). El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) estimulan la transcripcion de la transina por medio de factores
que reconocen a la secuencia TGAGTCA ubicada en el promotor del gen de la MMP-3. El PDGF lo hace
a través de la proteina C-FOS y el EGF a través del factor de transcripcion JUN/AP-1 (Kerr LD, y cols.,
1988). La estromelisina I activa a la MMP-7 (Imai K, y cols., 1995) y ambas interactian durante la
remodelacion tisular (Lu PC, y cols., 1999).

2.3.4. Polimorfismo de estudio: Uno de los polimorfismos mas estudiados para el gen de la STMY1 se
encuentra en su secuencia promotora, en la posicion -1612, donde uno de los alelos contiene una serie de
seis adeninas (6A) y otro, una serie de cinco (5SA). Ye y cols., (1995), hallaron que el polimorfismo
SA/6A parece jugar un papel importante en la expresion de STMY1, donde el alelo 5A resulta en una
actividad dos veces mayor que el 6A. A raiz de esto varios estudios han demostrado que esta
delecion/insercion tiene un rol notable en el desencadenamiento del IAM (Liu PY, y cols., 2003) y en la

extension de la aterosclerosis coronaria (Beyzade S, y cols., 2003).
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Humphries y colaboradores (2002) reportaron la relacion entre el tabaquismo, el genotipo de la MMP-3 y
el riesgo de EAC en un estudio prospectivo de hombres sanos de mediana edad. Encontraron que el
tabaquismo en curso doblaba el riesgo de padecer EAC y examinaron si este riesgo era modificado por el
genotipo de la MMP-3. Hallaron que en varones no fumadores, aquellos con el genotipo 5A/6A tenian
1.37 veces el riesgo de presentar EAC en relacion al grupo SA/SA y de igual manera, el riesgo relativo
fue de 3.02 en el grupo con el genotipo 6A/6A. En los fumadores, al compararlos con el grupo SA/5A no
fumador, el tabaquismo increment6 el riesgo de EAC a 1.91 veces en el grupo SA/6A, a 4.01 veces en el
grupo 6A/6A y a 3.81 veces en el grupo SA/SA (Humphries SE, y cols., 2002).

Liu y colaboradores (2005) mostraron que la serie de cinco adeninas ya sea como genotipo homocigoto
(SA/5A) o heterocigoto (SA/6A) es mas frecuente en pacientes con antecedentes de IAM (frecuencia de
59.2% en pacientes con eventos cardiacos posteriores al IAM indice y de 41.3% en pacientes sin eventos
cardiacos posteriores) que en individuos sanos (27.4%). Asi, concluyeron que este polimorfismo tiene un
fuerte impacto en el pronostico de pacientes que han sufrido de un IAM prematuro y mas ain en los
pacientes fumadores (Liu PY, y cols., 2005). Apoyando el trabajo de Humphries, Liu y colaboradores
encontraron una asociacion entre el consumo de tabaco, el alelo SA y el prondstico de enfermedad
coronaria, tras dejar el habito de fumar. Efectivamente el mayor beneficio tras dejar de fumar fue para el
grupo de pacientes con el genotipo 5A (Liu PY, y cols., 2005). Ademas, se ha atribuido al alelo 5A un
mayor riesgo de IAM a edades tempranas (Liu PY, y cols., 2003).

En otro estudio de casos y controles conducido en China por Zhou y colaboradores (2004) también se
encontrd6 que el alelo 5A estd asociado con el IAM. Igualmente, hallaron una relacion entre el
polimorfismo -376C/G y el IAM con una mayor frecuencia del alelo -376G en los casos, que en los
controles (Zhou X, y cols., 2004), aunque ésta es moderada y no se ha encontrado en otros estudios
(Beyzade S, y cols., 2003). Sin embargo, este estudio reveld para los dos polimorfismos que tanto el
genotipo dominante (6A6A o CC) como el aditivo (SASA o GG) estan asociados a procesos involucrados
en el SICA. Ya que este Gltimo resultado puede parecer un tanto contradictorio, se debe considerar que el
alelo 6A, por ser transcripcionalmente menos activo, promueve la acumulacion de matriz en la pared
arterial, es decir el desarrollo del ateroma, mientras que el alelo SA, que aumenta la transcripcion, suscita
la inestabilidad de la placa aterosclerotica (Beyzade S, y cols., 2003)(Terashima M, y cols., 1999).

Segin el anélisis por género realizado en el estudio de Zhou en China, se encontr6 que la asociacién entre
los polimorfismos 5SA/6A y -376C/G y el 1AM sdblo se observa en hombres (Zhou X, y cols., 2004); en

contraste, un estudio japonés mostrd una asociacion entre el alelo 6A y un mayor riesgo de presentar IAM
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en mujeres (Yamada Y, y cols., 2002). Adicionalmente, Zhou y cols., analizaron la asociacion de
haplotipo con el IAM afiadiendo a la investigacion el polimorfismo Glu45Lys.

El haplotipo -1612 5A, -376G, 45Lys se asocia con un mayor riesgo para presentar IAM a comparacion
de los haplotipos mas comunes (6A-C-Glu en la poblacién estudiada). Por Gltimo, concluyeron que en la
poblacién de estudio, tanto el haplotipo -1612 5A, -376G, 45Lys como los alelos -1612 5A y -376G de
manera independiente se asocian a un mayor riesgo de IAM (Zhou X, y cols., 2004).

Otro grupo de investigadores japoneses, al estudiar el polimorfismo 1G/2G del gen de la MMP- 1 ya
mencionada y el SA/6A del gen de la MMP-3 encontrd una asociacion entre el haplotipo 1G-5A vy el

riesgo de IAM, reforzando los resultados ya expuestos (Nojiri T, y cols., 2003).

2.4. Polimorfismo en el promotor del gen de la MMP-7

2.4.1. Nombres alternativos de la MMP-7: Matrilisina, matrina, metaloproteinasa-1 putativa,
metaloendopeptidasa uterina 1 (PUMP-1) (Mora JR, y cols., 2006). Es localizado en el brazo largo del
cromosoma 11 en la region 11q21-q22, su tamafio es de 10 240 pb y contiene 5 intrones y 6 exones

(Jormsjo Sofia, y cols., 2001).

2.4.2. Funcion: Entre las metaloproteasas de matriz, la MMP-7 es de las mas pequefas (Quantin B, y
cols., 1989) y no presenta dominio tipo hemopexina. La MMP-7 tiene una gran variedad de sustratos,
entre ellos, elastina, proteoglucanos fibronectina, y colagenas IV a X (Jormsjé Sofia, y cols., 2001). Esta
MMP es capaz de activar a los zimdgenos de MMP-1,-2,-8 y -9 y su ausencia disminuye la sintesis de
pro-MMP-13 a través de la acumulacion de pro-MMP-8 (Dozier S, y cols., 2006). Se ha sugerido que esta
enzima puede tener un papel importante en la EAC ya que se expresa en macrofagos de los sitios de

ruptura potencial en las lesiones aterosclerdticas (Halpert I, y cols., 1996).

2.4.3. Regulacion: En procesos patoldgicos, principalmente oncoldgicos, la MMP-7 se regula a la alta por
los factores AP-1 y STAT-3 en presencia de catecolaminas (Shi M, y cols., 2010). Ademas, esta
matrilisina puede ser activada por la MMP-3 (Kukacka J, y cols., 2003).

2.4.4. Polimorfismo de estudio: Jormsjo y colaboradores (2001), identificaron dos polimorfismos en la
region promotora de la MMP-7 que tienen influencia sobre el diametro arterial coronario en presencia de

hipercolesterolemia, siendo asi un factor de riesgo para el SICA. Encontraron que en pacientes
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hipercolesterolémicos, el alelo G en posicion —181 daba un diametro luminal mas pequefio que los
homocigotos para el alelo A. De la misma forma, aquellos que presentaron el alelo T en lugar del C en
posicién -153 también tenian didmetros arteriales reducidos a nivel coronario. Ambos polimorfismos se
asocian con una mayor actividad transcripcional basal in vitro, Unicamente cuando hay
hipercolesterolemia. Esto parece relacionarse con la posible acumulacion de macréfagos derivados de
monocitos que se presenta al haber altos niveles de colesterol en sangre ya que estas células son
productoras de MMP-7 y, por tanto, reflejarian los efectos de los polimorfismos descritos. Sin embargo,
no se puede llegar a una conclusion definitiva hasta que se lleven a cabo estudios con cohortes més

grandes (Jormsjo Sofia, y cols., 2001).

2.5. Polimorfismo en el promotor del gen de la MMP-9
2.5.1. Nombres alternativos de la MMP-9: gelatinasa B, gelatinasa del macréfago, gelatinasa del
neutréfilo, colagenasa tipo IV, colagenasa tipo V (Mora JR, y cols., 2006). Es localizado en el brazo largo

del cromosoma 20 en la region 20q11-q13, su tamafio es de 7 654 pb y contiene 12 intrones y 13 exones.

2.5.2. Funcion: La MMP-9 es capaz de degradar gelatina, colagena de tipo IV (Newby AC., 2005),

entactina, agrecano, elastina y fibronectina (Kukacka J, y cols., 2005).

2.5.3. Regulacion: La MMP-9 se estimula por el TNF-a a través de la via de sefializacion Raf/MEK/ERK
(Genersch E, y cols., 2000)(Ueda L, y cols., 2001). En cambio, el TGF-f suprime la induccion que tiene
el TNF-a sobre la secrecion de MMP-9 en monocitos (Vaday GG, y cols., 2001).

2.5.4. Polimorfismo de estudio: Se ha observado una sobreexpresion de MMP-9 en placas de
aterosclerosis y su implicacion en la ruptura de éstas (Brown DL, y cols., 1995). Ademas, se ha descrito
que altos niveles de esta enzima se relacionan con arteriosclerosis (Noji Y, y cols., 2001) y otras
patologias cardiovasculares, entre ellas la hipertension sistolica, rigidez aortica (Yasmin, y cols., 2005) y
EAC (Tayebjee MH, y cols., 2005)(Marx 1V, y cols., 2003). Asi, esta metaloproteasa juega un papel crucial
en la remodelacion vascular y la aterogénesis.

Un polimorfismo en la region promotora de MMP-9 en posicion -1592 se ha relacionado con patologias
cardiovasculares causadas por aterosclerosis coronaria. Se trata de una transicion de una sola base entre

citosina (C) y timidina (T) donde el alelo T produce una mayor actividad en el promotor que el alelo C ya
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que este Gltimo parece permitir la union preferencial de una proteina represora (Zhang B, y cols., 1999).
Con respecto a este polimorfismo Blankenberg y cols., encontraron que el alelo -1562T en pacientes con
enfermedad cardiovascular preexistente se reflejaba en niveles plasmaticos de MMP-9 aumentados. Esta
misma elevacion en la concentracion de MMP-9 se asocié a una menor sobrevivencia de los pacientes y a
dos veces el riesgo de muerte relacionada con problemas cardiovasculares (Blankenberg S, y cols., 2003).
Zhi y colaboradores (2010), tras estudiar este mismo polimorfsmo en una poblacién china llegaron a
varias conclusiones: no se observaron efectos del polimorfismo en el riesgo de desarrollar EAC, en
cambio, el alelo T se asocid con 2.53 veces mas riesgo de desarrollar EAC en pacientes diabéticos (P =
0.018), en los casos ya diagnosticados con EAC el polimorfismo se relaciond con un mayor riesgo de
IAM (P = 0.048). Asi, en la poblacion que estudiaron, los genotipos -1562 CT/TT pueden favorecer la
EAC en pacientes diabéticos y el IAM en pacientes con EAC. Adicionalmente, este equipo estudié los
polimorfismos R279Q, P574R y R668Q ubicados en distintos exones de MMP-9 describiendo que sus
variantes pueden tener, en conjunto, un efecto protector sobre el desarrollo de la EAC, principalmente al
tener los alelos 279R, 574R y 668Q (Zhi H, y cols., 2010). En una poblacion irani se mostré que los
pacientes con el alelo T en posicion -1562 tienen mayor riesgo de desarrollar EAC de manera temprana

(Saedi M, y cols., 2012).

2.6. Polimorfismo en el promotor del gen de la MMP-12
2.6.1. Nombres alternativos de la MMP-12: elastasa de macrofagos, metaloelastasa. Se localiza en el
brazo largo del cromosoma 11 en la region 11¢22.3, su tamario es de 12 249pb y contiene 9 intrones y 10

exones.

2.6.2. Funcién: La MMP-12 es una metaloproteinasa elastolitica secretada por macréfagos activados
(Shapiro SD, y cols., 1993)(Belaaouaj A, y cols., 1995). Ademas de la elastina, ésta MMP toma también
como sustratos a la fibronectina, laminina, vitronectina, colagena IV y al heparan sulfato (Chandler S, y
cols., 1996)(Gronski TJ Jr, y cols., 1997). Al ir degradando los componentes de la ECM, la MMP-12
permite la diapédesis de los macréfagos durante la inflamacion y con esto, la consiguiente remodelacion
tisular. Cabe mencionar que los macrdfagos espumosos en los bordes del centro lipidico acelular y las
areas fibrosas de las placas aterosclerdticas también expresan el gen de esta metaloelastasa (Halpert I, y

cols., 1996)(Rajavashisth TB, y cols., 1999).
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2. POLIMORFISMOS EN EL GEN DE LA METALOPROTEASA

2.6.3. Regulacion: Souissi y cols., mostraron que la IL-1f3, molécula que se encuentra en grandes
cantidades en lesiones aterosclerdticas, aumenta la expresion de MMP-12 en macréfagos humanos
derivados de monocitos. En este mismo estudio expusieron que en presencia del agonista especifico
GW647 del receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR-a), expresado en
macrofagos, la transcripcion de MMP-12 se regula a la baja a pesar de la presencia de IL-1B (Souissi 1J, y

cols., 2008).

2.6.4. Polimorfismo de estudio: Jormsjo S y colaboradores (2000) estudiaron un polimorfismo en la
region promotora del gen de la MMP-12 en 367 pacientes a quienes se les habia realizado una angiografia
coronaria transluminal percutanea (PTCA) con implantacion de stent. El polimorfismo en cuestion es una
sustitucion de adenosina (A) a guanosina (G) en la posicion -82, donde el alelo A facilita la union del
factor de transcripcion AP-1 y tiene, por lo tanto, una mayor actividad transcripcional in vitro en
monocitos/macréfagos. Encontraron que el alelo A, esta asociado con un menor didmetro luminal de las
arterias coronarias en pacientes con diabetes y EAC (que requiere PTCA con implantacion de stent)

(Jormsjo S, y cols., 2000) influyendo en un prondstico malo.
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3. ESTUDIOS DE ASOCIACION EN OTRAS POBLACIONES

3. Estudios de asociacion en otras poblaciones.

Se han realizado diversos estudios en otras poblaciones, como lo fue en la poblacion caucasica donde se
estudio en particular la MMP3 SA/6A en pacientes con >50% de estenosis arterial y presentaron un
incremento en la frecuencia del genotipo 6A6A, mientras que el genotipo SASA incremento el riesgo de
infarto al miocardio entre los pacientes que tenian >50% de estenosis (Beyzade S, y cols., 2003). En
Japoneses con enfermedad arterial coronaria estudiaron este mismo gen de la MMP3 y el alelo 6A fue un
factor de riesgo para esta enfermedad en mujeres (Hirashiki A, y cols., 2003). Por otro lado un estudio en
Koreanos con enfermedad arterial coronaria se encontrd asociado el alelo SA y con angina inestable (Kim
JS, y cols., 2002).

La alta actividad del alelo 5A sugiere la predisposicion de los pacientes con la ruptura de placa, hay
reportes donde asocian al infarto al miocardio en pacientes Chinos (Liu PY, y cols., 2003). En contraste en
un estudio en Japoneses se encontré una asociacion entre el alelo 6A y el infarto al miocardio, aunque
esto fue en mujeres (Yamada Y, y cols., 2002). Similarmente, un reciente estudio mostré que la
concentracion en suero de MMP3 esta influenciada por el genotipo 6A que se asocia con infarto al
miocardio, particularmente entre hombres (Samnegard A, y cols., 2005). El alelo SA se asocio con infarto
al miocardio tanto en Taiwaneses como en Britanicos fumadores. Una combinacion del genotipo MMP3 y
MMP9 represeﬁta un mayor riesgo para una complicacion de la placa coronaria, con la combinacion de la
alta actividad de ambos alelos (Pollanen PJ, y cols., 2005). La combinacién del genotipo MMP3 6A6A y
el genotipo MMP1 2G2G fue un factor de riesgo independiente para la estenosis arterial (Ghilardi G, y
cols., 2002).
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4. JUSTIFICACION

4. JUSTIFICACION

El infarto agudo al miocardio ocupa entre el primer y segundo lugar de las princiales causas de muerte a
nivel mundial. En México donde este padecimiento causa alrededor de 70 mil muertes al afio y es la
primera causa de mortalidad. Este padecimiento es de origen multifactorial. Las MMPs son proteinas
relevantes en la patogénesis del IAM ya que se ha visto que degradan la matriz extracelular debilitando
las arterias. Se ha sugerido que algunos polimorfismos ubicados en los genes que codifican las MMPs
estan relacionados con los niveles de expresion de estas moléculas. El estudio de estos polimorfismos
puede contribuir a identificar individuos susceptibles para padecer IAM. A futuro serd muy importante
para definir su papel para el desarrollo de este padecimiento en nuestra poblacion y asi en un futuro

permitir mejores y mas dirigidos tratamientos.
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5. HIPOTESIS

5. HIPOTESIS

Si las metaloproteasas de matriz contribuyen al debilitamiento de la placa aterosclerdtica provocando una
aterotrombdsis y como consecuencia el infarto del miocardio, y ademds sus genes presentan diversos
sitios polimorficos que regulan su produccion, entonces algunos de sus alelos podrian diferenciar a los
pacientes con infarto de los individuos control y funcionar asi como marcadores de susceptibilidad o

resistencia.
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5. HIPOTESIS

5. HIPOTESIS

Si las metaloproteasas de matriz contribuyen al debilitamiento de la placa aterosclerotica provocando una
aterotrombdsis y como consecuencia el infarto del miocardio, y ademas sus genes presentan diversos
sitios polimorficos que regulan su produccion, entonces algunos de sus alelos podrian diferenciar a los
pacientes con infarto de los individuos control y funcionar asi como marcadores de susceptibilidad o

resistencia.
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II. OBJETIVOS

Il.LA. OBJETIVO GENERAL Y II.B. OBJETIVOS PARTICULARES

II. OBJETIVOS

ILA. OBJETIVO GENERAL

Analizar la posible asociacion de algunos polimorfismos especificos en los genes de las metaloproteasas

en la susceptibilidad o proteccion al desarrollo del infarto agudo al miocardio en la poblacién mexicana.

IL.B. OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Determinar las frecuencias genotipicas de los sitios polimdrficos en los promotores de los genes
que codifican para las metaloproteasas 1, 2, 3, 7, 9 y 12 y compararlas entre los grupos de estudio.
Un grupo de pacientes mexicanos con infarto al miocardio y un grupo control sin antecedentes
familiares ni clinicos de infarto al miocardio, pareados por edad y sexo.

Obtener los haplotipos con el programa Haploview version 4.1 (Broad Institute of Massachusetts
Institute of Technology and Harvard University, Cambridge, MA, Estados Unidos).

Realizar el estudio de las variables confusoras con el método de regresion logistica multiple,
utilizando el programa SPSS.

Analizar con ayuda de la clinica y de estudios de cinecoronariografia si el evento de infarto al
miocardio de los pacientes fue por ruptura de la placa aterosclerdtica o por obstruccion de la
arteria.

Realizar ensayos de expresion génica en tejido arterial coronario de pacientes infartados para los

genes de las MMPs que se observen asociados a IAM.
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III. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

al miocardio cardiovasculares

Dx con Infarto I Sin problemas

Se incluyeron:

¥ Hombres y mujeres

¥ IMC normal, sobrepeso u obesidad
v Edad media 59 asios

¥ Fumadores 0 no

¥ Ingestion de bebidas alcobolicas o no
¢ Diabetes mellitus

¥ Hipertensos

P gy

‘M ¥ Mexi

Para e anilisis de polimorfismos:

v Se extrajo 15 ml de sangre penferica
<on EDTA

¥ Se realizd la extraccion de DNA

¥ Se cuantifico y ajusto el DNA

Y S¢ determinaron por PCR-Tiempo hmm" PCR-Tiempo
Real, debido 2 que se emplea sonda

TagMan que es altamente especifica en :m :{l’s'lgm M, 138
s sitos polimarficos estudiados. _ % MMPII--SZ.. :
¥ *Se determmaron por PCR-RFLP, ‘e Gesatipificaciin por PCR-RFLP:
1 ot . e ¥ MMP1 -1607*
debido a que son inserciones/deleciones P &
v es complicado diseflar una sonda | 7 m::g;

TagMan
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Continuacion...

' / Silo ¢ ralz b expresin de a
., mlr.!pupu-y.mh

¥ En casos y controles, se extrajo RNA de los tepdos.
¥ Se ralizo RT-PCR de um silo paso

¥ Se utilizd como control enddgeno 85

¥ Se determuno la cuanificacicn refativa por medso de
PCR en tiempo real '

¥ Se realizo fa comparacion de ACt de los
cass con respecto a los controkes, para ver si
¢l gen de la MMP2 estaba mis o menos
expresada en los pacientes.
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IV. METODOLOGIA
1. Diseiio de estudio
¢ Tipo de estudio:
Estudio de casos y controles.

Estudio prospectivo, observacional, transversal, comparativo y analitico.

2. Sujetos de estudio

El estudié incluyd 300 pacientes mestizo Mexicanos con infarto al miocardio que ingresaron al
Departamento de Urgencias y Unidad Coronaria del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chévez
con diagnostico de infarto del miocardio. El tamafio de muestra fue calculado con el programa QUANTO

sofware (http://hydra.usc.edu/GxE/). 251 hombres y 49 mujeres, en un promedio de edad de 59.01 +

11.21 afios. El infarto al miocardio se definio por los sintomas de angina con elevacion del segmento ST
de 1 mm o mas (o el desarrollo de una nueva onda Q) en dos o mas electrocardiogramas continuos y/o
superar los limites de creatinina fosfoquinasa en suero (CPK) isoenzima MB (valores normales = 0.6-6.3
ng/mL) en al menos una sola muestra.

También se incluyd un grupo control de 300 individuos sanos no relacionados entre si (139 hombres y
161 mujeres, con un promedio de edad de 59.66 + 5.91 afos) sin sintomas o diagnostico previo de
problemas cardiovasculares y enfermedad sistémica. El score de calcio fue determinado por tomografia
multi-detector computalizada en todos los individuos control para detectar aterosclerosis subclinica. En

estos individuos el valor del score de calcio fue de cero.

2.1. Puntaje de calcio y valor prondstico

Si bien la presencia de calcio en las arterias coronarias es patognéomico de la enfermedad aterosclerosa, en
muchos de los casos la presencia de una lesion no se traduce en estenosis significativa. En cambio se ha
observado una relacion directa entre el grado de calcificacion de las arterias y la aparicion de eventos
cardiovasculares en un futuro. En un estudio realizado en individuos asintomaticos se observé una tasa de
eventos anualizados de 0.1% /afio con puntaje de calcio de 0, de 2.1%/afio en sujetos con puntaje de 1 a
99, y de 4.1 y 4.8%/ano con puntaje de 100 a 400 y > 400, respectivamente, para eventos coronarios
agudos. Esta relacion se ha observado en forma consistente en multiples ensayos que han valorado
diferentes grupos etarios y étnicos en diferentes escenarios clinicos, como se rcopil6 en el cosenso de
expertos de la ACC/AHA para la evaluacion de calcio coronario. También se ha demostrado su valor
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prondstico agregado a distintas escalas de riesgo tardicionales como la Framingham, en la cual reclasifica
el riesgo intermedio de dicha escala hacia un mayor o menor riesgo seglin el puntaje de calcio.

No solo el puntaje de calcio es factor prondstico, de igual manera el grado de estenosis de las lesiones
coronarias por angiotomografia de coronarias se ha asociado con la aparicion de eventos
cardiovasculares.

El papel que juega hoy en dia el puntaje de calcio se centra en dos areas principales: 1) conocer el riesgo
de eventos cardiovasculares en pacientes asintomaticos con el fin de implementar terapias de reduccién
de riesgo en pacientes sintomaticos que puedan necesitar estudios adicionales o procedimientos invasivos

(Marco Antonio Martinez Rios, y cols., 2012).

2.2. Criterios de Inclusion:
1.Hombres y mujeres.
2.Pacientes con diagnostico de infarto al miocardio.
3.Se incluyeron tanto a pacientes como a controles con:
a.Indice de masa corporal normal o sobrepeso, calculado por peso/talla’
b. Edad media de 59 afios
c.Fumadores
d. Ingestion de bebidas alcoholicas
e.Diabetes mellitus tipo 2
f.  Hipertensos
g.  Dislipidémicos
h.  Mestizos Mexicanos
4. Se incluyeron pacientes con angiografia coronaria.

5. Se incluyeron controles con score de calcio.

2.3. Criterios de exclusion:
1. Parentesco entre todos los individuos.

2. Dolor toracico que nos sea por diagnostico de infarto al miocardio.

(OS]

Pacientes con enfermedades cerebro vasculares.

4. Retinopatia diabética hemorragica.
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2.4. Requerimiento adicional para ambos grupos (pacientes y controles):
e A todos los individuos se les invitd a participar en el presente estudio y se obtuvo un
consentimiento informado voluntario.
e El estudio fue de riesgo minimo ya que solo incluy6 la venopuncion antecubital para la obtencion
de 15 ml de sangre periférica.
e El presente proyecto cumplio los requisitos del comité institucional de ética e investigacion de

nuestro Instituto.

3. Estudio genético
3.1. Extraccion de DNA

Se tomaron 15 ml de sangre periférica de cada individuo (casos y controles) en tubos Vacutainer con
EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo el DNA gendémico por medio de un

método no enzimatico (Debomoy K y cols 1991).

3.1.1. Cuantificacion de DNA

La cuantificacion del DNA se realizd con el equipo automatizado nanoDrop (ND-1000
spectrophotometer), la longitud de onda con la que se leera el DNA es de 280 nm. El DNA se
ajusto a 100 ng/ul para las determinaciones por RFLPs y para las determinaciones por sondas

TagMan, se ajusto a 10 ng/pl.

3.2. PCR en tiempo real
A partir de DNA gendmico, se estudiaron los siguientes sitios polimorficos utilizando sondas Tagman
sintetizadas por la compaiiia Applied Biosystem y se empleo la aplicacion de discriminacion alélica:

e Metaloproteasa 2: - 1306, -1575, -790, -735

e Metaloproteasa 7: -181, -153

e Metaloproteasa 12: -82

3.3. PCR — RFLPs
A partir de DNA genomico, se estudiaron los siguientes sitios polimorficos. Se usaron primers especificos

para cada una de las posiciones (ver anexo).
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e Metaloproteasa 1: -1607
e Metaloproteasa 3: -1612
e Metaloproteasa 9: -1562

3.4. Extraccion de RNA de tejidos de pacientes
e Se recolectaron 18 tejidos de pacientes con IM.
e A partir de tejido de arteria aorta que se obtuvo de los pacientes sometidos a cirugia, se extrajo el
RNA por medio del kit de extraccién PureLink micro-to-midi Total RNA Purification System

(Invitrogen).

3.5. Extraccion de RNA de tejidos de controles
e Se recolectaron 20 tejidos de arteria que se desechaban en la cirugia de correccion de pacientes
con cardipatias congénitas.
e Estos tejidos se recolectaron con el fin de utilizarlas como controles.
e Las cardiopatias que se corrigieron en estos nifios son diversas, tales como: cardiopatia
interventricular, cardiopatia intraauricular, tetralogia de Falot, origen anémalo de la arteria, etc.
e Se extraj6 el RNA por medio del kit de extraccion PureLink micro-to-midi Total RNA

Purification System (Invitrogen).

3.6. Expresion génica de MMP2
e Apartir del RNA de tejido de aorta y del tejido de controles, se realizd la RT-PCR de un sélo paso
con la MasterAmp High Fidelity RT-PCR Kit (Epicentre Biotechnologies).
e Se utilizéd como control el gen enddgeno 18S.

e Después se determiné la cuantificacion relativa para la expresion génica por medio de PCR en

tiempo real (7900 Applied Biosystems).

4. Cinecoronariografia

Se introdujo un cateter especial a las arterias coronarias para inyectar medio de contraste dentro de ellas;
de esta forma podemos ver el interior de las arterias y saber si presentan algiin grado de obstruccion.

Dicho estudio se realizd en todos los pacientes con IM.
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5. Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos que fueron analizadas se obtuvieron
por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg por
medio de la prueba de chi-cuadrada (X*). Las diferencias entre grupos se determinaron usando la
prueba de X* de Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico EPIINFO (V. 5.0; USD Incorporated 1990, Stone Mountain, GA, USA).
Cuando el numero comparado en alguna celda fue menor a 5, se utilizo la prueba Exacta de
Fisher. El valor de p fue corregido (pC) multiplicando su valor por el nimero de comparaciones
realizadas en cada locus, con nivel de significancia establecido como pC<0.05. El riesgo relativo
con intervalo de confianza del 95% (IC) fue evaluado como razén de momios (RM) utilizando el
método de Woolf.

La hipdtesis de herencia fue probada de acuerdo a cuatro modelos: co-dominante, dominante,
recesivo y heterocigoto.

El andlisis de regresion logistica se uso el bi-variable para estimar el riesgo de infarto al miocardio
entre pacientes y controles contra los polimorfismos de las MMPs.

El andlisis de regresion logistica multiple fue realizado para determinar la relacion entre los
factores de riesgo, el genotipo y el infarto al miocardio.

Las variables con una significancia de menos de 0.10 en el andlisis univariado fueron incluidas en
el modelo de regresion logistica multiple.

Los célculos estadisticos fueron realizados usando el software SPSS, version 15.

Se obtuvieron los haplotipos con el programa Haploview versién 4.1 (Broad Institute of
Massachusetts Institute of Technology and Harvard University, Cambridge, MA, Estados Unidos).
En dicho programa se ingresan los diplotipos obtenidos de cada polimorfismo de los individuos
con infarto al miocardio y de los individuos controles. Haploview v4.1 realiza varias mediciones
de desequilibrio de ligamiento (DL) que utiliza para crear una representacion grafica, también
conocida como mapa de haplotipos. El DL hace referencia a una situaciéon en que una
combinacion particular de alelos en dos loci proximos segregan ligados mas frecuentemente que
lo esperado, dada la frecuencia de cada alelo (Sudbery P., 2004). Al seleccionar los grupos de
marcadores (polimorfismos) el programa genera posibles haplotipos y su frecuencia en la

poblacion de estudio (Barrett JC., 2005).
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V. RESULTADOS

1. Polimorfismos estudiados de la MMP-1,2,3,7,9y 12.

En la tabla nimero 3 se muestran todos los SNPs estudiados en los genes de las MMP1, MMP2, MMP3,

MMP7, MMP9 y MMP12 asi como la referencia del SNP, la posicion del cromosoma, la region que fue

estudiada (todos region promotora de cada uno de los genes) y se muestra el cambio de base de cada uno

de los polimorfismos.

Tabla 3. Polimorfismos estudiados en la MMP1, 2,3, 7,9y 12.
' del SN

Promotor

promotor (G

MMP2 -735 1rs2285053 54069878 promotor C/T

MMP7-153

o

MMP9 -1562

88




V. RESULTADOS

1.1. Caracteristicas de las muestras de estudio

Las caracteristicas clinicas y demograficas que se presentan en la tabla nimero 4. Donde se observo que
la distribucion de edad entre los pacientes y los individuos control fue similar. En cuanto a sexo, el género
masculino prevaleci6 en los pacientes méas que en los controles (p<0.05). El indice de masa corporal fue
similar en ambos grupos de pacientes y controles (p<0.05). Los fumadores fueron 75% mas frecuentes en
los pacientes, que en los controles (p<0.05). El alcoholismo tiende a prevalecer mas en los controles con
un 54.6% que en los pacientes con un 46.3% aunque no fue estadisticamente significativo. La Diabetes
mellitus tipo 2 fue més frecuente en los pacientes con el 46.3% (<0.05). La frecuencia de la hipertension
arterial fue del 78.6% en los pacientes (p<0.05). La frecuencia de dislipidemia fue de 72.6% en los
pacientes y del 68.6% en los controles, no fue estadisticamente significativa.

En el grupo de pacientes el 34.4% tenian un vaso dafiado y el 65.7% dos o tres vasos dafiados. Por otro

lado, el 6.6% de los pacientes tuvieron calcificacion coronaria.
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Tabla 4. Distribucion de factores de riesgo cardiovascular en pacientes con infarto al miocardio y sujetos

control.

B | OB T 5066 sl 0380

Nunca ingiri6 161 (53.6%) 136 (45.3%) 0.054
>= 6g/dia 139 (46.3%) 164 (54.6%)

S 236 (78.6%) 166 (55.3%) <0.001*
No 64 (21.3%) 134 (44.6%)

S

Angiografia coronaria
Un-vaso 103 (34.3%)
Dos-o-tres vasos 197 (65.7%)

Las vérla:bi'es fuer
M/F= masculino/femenino. * Valor de P <0.05
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1.2. Frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias observadas y esperadas de todos los sitios polimorficos estuvieron en equilibrio de Hardy
Weinberg. Se observo una distribucion similar de los polimorfismos MMP2-1306 (rs243865), MMP2-790
(rs243864), MMP2-735 (rs2285053), MMP3 -1612 SA/6A (rs 3025058), MMP7-153 (rs11568819),
MMP7-181 (rs11568818) y MMP12-82 (rs2276109) en ambos grupos de estudio (Tabla 5); sin embargo,
una distribucion diferente de los polimorfismos MMP2-1575 (rs243866), MMP1 -1607 1G/2G
(rs 1799750) y MMP9 -1562 C/T (rs 3018242) se observaron en pacientes y controles sanos. Los
pacientes mostraron un incremento en la frecuencia de MMP2-1575 alelo A y genotipo AA cuando fue
comparado contra los controles (pC= 0.001; RM= 1.58; 95% IC=1.21-2.07 y pC= 0.036; RM=2.37; 95%
IC= 1.13-5.07, respectivamente), al igual que la frecuencia de MMP1 -1607 alelo 1G y genotipo 1G1G
cuando fue comparado contra los controles (pC= 0.004; RM= 1.93; 95% IC=1.23-3.02 y pC= 0.05; RM=
4.89; 95% 1C=0.34-0.90, respectivamente); y para la MMP9 -1562 el alelo C estuvo incrementado en los
controles al comparar con los pacientes, contrario al alelo T que estuvo incrementado en los pacientes al
comparar con los controles, en ambos casos hubo diferencias estadisticamente significativas (pC= 0.02;
RM=0.43; 95% IC= 0.21-0.87 y pC= 0.02; RM= 2.32; 95% IC= 1.15-4.73, respectivamente). El genotipo
CC se mostr6 incrementado en los controles y el genotipo CT se mostré incrementado en los pacientes.
(pC= 0.02; RM= 0.42; 95% IC= 0.20-0.86 y pC= 0.02; RM= 2.40; 95% IC= 1.17-4.97, respectivamente)
(Tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia de alelos y genotipos de MMP-1, 2, 3, 7,9y 12.

MMPI -1607  1G/2G (n=236) (n=285)

(s 1799750)

Alelos 1G 38(8) 40(7) NS
2G 434 (92) 530(93)

Genotipos  1G1G 201) 1(035)
262G 200 ( 85) 246 (86) NS
162G 34(14) 38(13)

MMP2-1306 C/T (n=300) : (n=300)
(1s243865) _‘
Alelos c 467(17.8) 477 (19.5) | ' NS
T 133 (222) 123 20.5) .
Genotipos cc 181 (60.3) 192 (64) .
cr 105 (35) 93 (31) NS
T 14 (37) 15(5)

MMP2-735 C/T (n=300) (n=300)
(rs2285053)
Alelos (o] 465 (77.5) 471 (78.5) ' NS
T 135 (22.5) 129 (21.5)
Genotipos (0! 184 (61.4) 187 (62.4)
G 97 (32.3) 97 (32.3) ] NS
14 1 19 (6.3) 16 (5.3)
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Continuaciéon de Tabla 5. Frecuencia de alelos y genotipos de MMP-1,2,3,7,9y 12.

G

i

MMP7-153 C/T (n=1300) (n=300)

(rs11568819)
Alelos o) 580 (96.6) 576 (96) NS
T 20 (3.3) 24 (4)
Genotipos cc 281 (93.6) 276 (92) NS
GT 18 (6) 24(8)
a7 1(03) 0

MMP9 -1562 C/T ~ (n=236) ’ (n=285)
(rs 3018242) . ‘
Alelos C . 446(95) 556(98) 0.43 0.21-0.87 0.02*
T - 26(5) 14(2) 232 115-473 0.02*
Genotipos ce 210(1) 271 (95) 042 020-086 0.02*
TT 0 0 0
26 (89) 14(5) 2.40 1.17-4.97 0.02%

i
RM: Razén de Momios, IC; Intervalo de confianza, pC; p corregida, NS; no significativo, * Valor de P <0.05
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1.3. Modelos de herencia y variables de riesgo

La hipétesis de herencia para el polimorfismo MMP2-1575 (rs243866) fue probada de acuerdo a cuatro
modelos: co-dominante, dominante, recesivo y heterocigoto (Tabla 6). De acuerdo al modelo dominante,
los individuos con el genotipo AG+AA tuvieron un riesgo de 1.65 veces mdas para desarrollar la
enfermedad (p= 0.002). El modelo dominante fue seleccionado en este estudio basandose en los criterios
de informacion de Akaike (AIC). Con respecto al analisis de interacciones entre el modelo dominante y
las co-variables, después de ajustar para conocer los factores de riesgo, se encontrd una distribucion
significante de género, IMC, tabaquismo, diabetes mellitus e hipertension para el modelo de herencia. En
este andlisis los individuos con el genotipo -1575 AA tuvieron un riesgo de 4.23 veces mds para
desarrollar infarto al miocardio (p= 0.003) (Tabla 7). Cuando se analizd la correlacion entre el
polimorfismo y las diferentes variables clinicas, una asociacion entre el polimorfismo MMP12- 82 y el
grado de enfermedad arterial coronaria fue observado. Los pacientes con el genotipo MMPI12- 82
AG+GG tuvieron un riesgo de 3.72 veces mas de tener una significante oclusiéon en dos o tres vasos

(p=0.041) (Tabla 8).

Tabla 6. Modelo de herencia de MMP2-1575.

, herencia
Co-dominante

1.0
AG 1.516 1.081-2.127 NS
AA 2.816 1.379-5.751 NS

‘. 0.209-0.848
Dominante
1.194-2.284

0927100

' RM: Razoén de momibs, IC; Intervalo de csonﬁanza, * Valor de P <0.05
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Tabla 7. Correlacion entre el polimorfismo de MMP2 -1575 y variables de riesgo.

Y

88}
A

Genotipos:
GG 1
AG 1.196 0.730-1.959 0.477
AA 4228 1.617-11.054 0.003*

IMC (Kg/m2) 0.934 0.894-0.976 0.002*

Diabetes mell'/itus ’ .5 479 3.3615-8.303 <0.001*

e e
RM: Razdén de momios, IC: Intervalo de confianza, * Valor de P <0.05
Se realizé un modelo de regresion logistica.

Table 8. Modelo de herencia del polimorfismo MMP12 -82 en los pacientes con angiografia coronaria.

Co-dominante AG 3.50 0.998-12.378 NS

GG 1x10° 0.000- NS

AGHGG 372 1.058-13.078 0.041*

. .

RM; Razdén de momios, IC; Intervalo de confizir{za,

* Valor de P <0.05
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1.4. Haplotipos

Los polimorfismos de la MMP2 (rs243866, rs243865, rs243864 y rs22850553) estuvieron en
desequilibrio de ligamiento. El andlisis del desequilibrio de ligamiento present6 tres de las siete posibles
combinaciones (ACTC, ACTT y ATTC) con importantes diferencias entre los grupos de estudio. Los
pacientes con infarto al miocardio incrementaron las frecuencias de los haplotipos “ACTC” y “ACTT”
cuando se compararon con los controles sanos (p= 0.0007; RM= 2.88, 95% IC= 1.46-5.79 y p= 0.002,
RM= 5.45, 95% IC= 1.49-23.63 respectivamente). Por otro lado, el haplotipo “ATTC” presentd una
disminucion en la frecuencia en pacientes con infarto al miocardio cuando fueron comparados con los

controles sanos (p= 0.019, RM=0.25, 95% IC= 0.05-0.94) (Tabla 9).

Cromosomal6ql13-q21

Y v Yy v 4 v ~
\ A\ \
1o \ \ \ ' '

e
—
v\

152438€8
15243865
rs2438¢€4
(52285053

@
-]
-
3
o

Figura 13. Mapa de haplotipos de MMP2.

El Mapa de haplotipos del gen MMP-2 representa el grupo de pacientes infartados comparado con el
grupo de individuos control. Los cuadros de colores dentro del mapa de haplotipos representa las
relaciones de desequilibrio de ligamiento en donde, los cuadros color rojo brillante representan una clara

evidencia de DL, los cuadros color rojo claro o rosa indican una leve evidencia de DL y los cuadros color
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blanco significan que no existe DL. El mapa de haplotipos es una representacion grifica de varias
mediciones de desequilibrio de ligamiento (DL). Se observan cuatro diplotipos formados por los
polimorfismos: 1 (rs243866), 2 (rs243865), 3 (rs243864) y 4 (2285053), lo que indica que existe una clara

evidencia de DL entre los diplotipos 1, 3, 4. En cuanto al diplotipo 2 el DL es poco menor (figura 13).
Los polimorfismos de la MMP7 (rs11568819, rs11568818) y la MMPI12 (rs2276109) no estuvieron en
desequilibrio de ligamiento. El andlisis del desequilibrio de ligamiento no presentd alguna combinacion

con diferencias importantes entre los grupos de estudio (Tabla 10).

Table 9. Haplotipos del gen MMP2 en pacientes con IM y controles sanos.

Haplotipos IM Controles RM (95% IC) Valor de P

(rs243866, 243865, 243864,
2285053)

GCTC 0.489 0.545

GCIT 0.192 0.203

ATGC 0.204 0.166

ACTC 0.060 0.021 2.88(1.46-5.79) 0.0007*

ACTT 0.027 0.005 5.45(1.49-23.63) 0.002*

GCGC 0.009 0.020

ATTC 0.005 0.020 0.25(0.05-0.94) 0.019*

IM: Infarto al miocardio, RM: Razon de momios, IC: Intervalo de confianza, * Valor de P < 0.05
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Cromosoma 11
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Figura 14. Mapa de haplotipos MMP7 y MMP12.

Al hacer los haplotipos con los tres diplotipos de los genes MMP-7 y MMP12 se forman cinco diferentes
combinaciones. Tres de estas combinaciones (CAA, CGA y TGA) sus frecuencias son similares al
comparar los pacientes con el grupo control. En cuanto a las otras dos combinaciones, los resultados no
fueron estadisticamente significativos. Las combinaciones CGG y CAG se encontraron con una
frecuencia menor en los infartados al compararse con el grupo control, estos resultados nos pueden dar un

indicio de que estos bloques podrian conferir cierta proteccion al padecimiento (figura 14).
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Table 10. Haplotipos de MMP7 y MMP12 en pacientes con IM y controles sanos.

Haplotinos IM | Controles  RM@©5%IC)  ValordeP
(rs11568819, ‘ rs11568818. . . ’
152276109) - ,
CAd ' 0.677 0.655 NS
CGA4 ar e B e :
TGA 0022 0075 ‘
elce R EeeaRoys ERn 7
CAG 0.019 0102 .

IM: Infarto al miocardio, RM: Razén de momios, IC: Intervalo de confianza, NS: No significativo, * Valor de P < 0.05

2. Cinecoronariografias
Con la ayuda de los médicos cardioldgos, se revisaron las cinecoronariografias de los 300 pacientes con
infarto al miocardio, donde se pudo apreciar que el evento de todos estos pacientes fue debido a la ruptura

de la placa de aterosclerosis con exposicion de trombo (figura 15).

Figura 15. Cinecoronariografia de un paciente infartado.
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3. Expresion de MMP2 en arterias coronarias de pacientes con infarto al miocardio

Se realizaron las frecuencias alélicas y génicas de los polimorfismos de la MMP2 en 18 pacientes con
infarto al miocardio que fueron sometidos a cirugia y que de ahi se obtuvo el tejido de arteria coronaria
para realizar la expresion. Se puede observar que la expresion del gen de la MMP2 estuvo incrementada
en los pacientes al compararlos con los individuos control, pero no hubo diferencias estadisticamente

significativas (tabla 11).

4. Cuantificacion relativa para expresion génica de la MMP2 usando PCR en tiempo real.

Plot Settings
Plot Type: ARnvs Cycle [+] Graph Type: Log  [+] Color: well v

|| Save current settings as the default
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Figura 16. Plot de amplificacion del gen MMP2 en pacientes (IM) y controles (nifios).
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Tabla 11. Método de Ct comparativo entre pacientes infartados y controles nifios.

Muestra MMP2 18S ACt AACt Veces de Valor
Promedio Promedio MMP2 ACt diferencia de P
Ct Ct 18S Pacientes en MMP2
-ACt relativa a
Control los
controles
Controles 31.877 23.373 8.504 0.00 1 NS
nifios
Pacientes 35.28 24.46 10.82 2.316 4.97 NS
Infartados

ACt

CONTROLES PACIENTES

Grafica 3. Expresion del gen de la MMP2 en muestras de pacientes y controles.

Al comparar los ACt de la muestra experimental (pacientes infartados) con respecto a la muestra control
(nifios control) la expresion del gen de la MMP2 en los controles fue de 8.5 y en los pacientes fue de
10.32. Lo que quiere decir que el gen de la MMP2 en los pacientes esta sobreexpresado 2.3 veces mas,
en comparacion con los controles (tabla 16) (Grafica 3). De todas las metaloprotesas estudiadas solamente

se realizo la expresion para el gen de la MMP2.
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La actividad de las MMPs puede contribuir a la patogénesis de la aterosclerosis, facilitando la migracion
de las células de musculo liso vascular a través de la lamina elastica interna dentro del espacio intimal,
donde proliferan y contribuyen a la formacion de la placa. (Mtairag el M, y cols., 2002)(Davies MJ,
1985). Algunos estudios de asociacion amplios del genoma (GWAS) se han realizado en enfermedad
cardiovascular; sin embargo los genes de las MMPs no se han reportado que se asocian con estas
enfermedades en este tipo de estudios. (Ndiaye NC, y cols., 2011)(Preuss M, y cols., 2010). Considerando
que la mayoria de los GWAS se han realizado en poblaciones Caucésicas y Europeas, estos resultados no
necesariamente nos proveen informacion acerca de la poblacion Mexicana; por ejemplo, los Europeos
estan muy relacionados (Rosenberg NA, y cols., 2010) y su genoma ha sufrido menos eventos de
recombinacion que los Mexicanos. Los estudios genéticos de los Mexicanos, en el modelo dihibrido
presentan una proporcion del 56% y 44% de genes indios y blancos respectivamente, mientras que en el
modelo trihibrido presentan una proporcion de 3%, 56% y 41% de genes negros, indios y blancos
respectivamente (Lisker R, y cols., 1988)(Lisker R, y cols., 1996). Por otro lado, los estudios de genes
candidatos de los SNPs de las MMPs aparentan ser factores de riesgo para la aterosclerosis en la
enfermedad arterial coronaria (Péllcinen PJ, y cols., 2001)(Abilleira S, y cols., 2006). De los siete
polimorfismos que se estudiaron de los genes de las MMPs en pacientes Mexicanos con infarto al
miocardio; en s6lo uno de estos polimorfismos (MMP2 -1575 A/G (rs243866) tuvo una distribucion
diferente cuando se compararon los pacientes con los individuos control. La frecuencia incrementada del
alelo A y del genotipo AA de este polimorfismo apoya el rol de un marcador de susceptibilidad genética
para el infarto al miocardio en nuestra poblacion. Se ha reportado que los niveles d¢ MMP2 en plasma
estan incrementados en enfermedades cardiovasculares (Hojo Y, y cols., 2001)(Kai H, y cols.,1998) y en
las placas de aterosclerosis de las arterias coronarias. En estudios previos, Harendza y cols., (Harendza S,
y cols., 2003) determinaron la distribucién del SNP dentro de 1665 pb de la region 5° del gen de la
MMP2. Ellos detectaron un cambio de G/A en -1575 pb en 5’ al sitio de unién del receptor de estrogenos.
En las células receptor de estrogenos positivas MCF-7, el alelo -1575G funciona como un potenciador,
mientras que el alelo -1575A presenta una reduccién en la actividad transcripcional. Price y colaboradores
(Price SJ, y cols., 2001) reportaron que el polimorfismo -1575 no fue funcional cuando se prob6 con otras
células de estrogenos receptor-negativo, incluyendo células HEK93 (rifién embridnico), células
RAW264.7 (macrofagos) y células A10 (epitelio tubular). Esto sugiere que el efecto funcional del

polimorfismo -1575 varia dependiendo el tipo celular. Por otro lado, varios grupos han intentado definir
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los elementos de regulacion transcripcional que provee la célula o tejido especifico de la sintesis de
MMP2. La union de sitios para factores de transcripcion AP-2,Spl, Sp3 y RE-1 se han reportado en el
promotor del gen de la MMP2 (Harendza S, y cols., 2003)(Quin H, y cols., 1999). Esto sugiere que la
variante -1575A puede estar en desequilibrio de ligamiento con otras regiones localizadas en el promotor
de este gen que afectan su regulacion transcripcional y finalmente el nivel de esta proteina. Por otro lado,
es importante considerar que la actividad de la MMP2 es influenciada no sélo por el nivel de expresion de
la MMP sino también por los activadores de MMP y sus inhibidores. El papel del polimorfismo de -1575
G/A como un marcador de susceptibilidad para varias enfermedades es controversial, con resultados
positivos y negativos en la literatura internacional. Una asociacion fue observada en cancer colorrectal
(XuE, y cols., 2007) 'y falla cardiaca sistélica, (HuaY, y cols., 2009) mientras que fue asociada en
periodontitis, (Holla LI, y cols., 2005) retinopatia diabética, (Berdnek M, y cols., 2008) psoriasis (Vasku
V, y cols., 2009) y enfermedad coronaria triple vasal (Vasku V, y cols., 2004). Actualmente no hay
estudios reportados de correlacion entre el polimorfismo de la MMP2- 1575 A/G y marcadores
inflamatorios. Este punto deberia ser considerado en un futuro para establecer el papel funcional de este
polimorfismo y su posible efecto de la fisiopatogénesis en la aterosclerosis. Recientemente, Alp y
colaboradores (2011) investigaron la relacion entre los genotipos de los haplotipos de -1575 G/A, -1306
C/T, -790 T/G y -735 C/T de los polimorfismos del gen de la MMP2 con una historia de enfermedad
arterial coronaria con o sin infarto al miocardio en una poblacion Turca (4lp E, y cols., 2011). En este
estudio no hubo asociaciones significativas entre los polimorfismos -1575 G/A, -1306 C/T y -790 T/G y
la enfermedad arterial coronaria; sin embargo, la frecuencia del genotipo -735 TT fue significativamente
menor en los controles mds que en los pacientes con infarto al miocardio caundo se compararon con el
genotipo CC. Los diferentes resultados obtenidos en este estudio pueden ser debido a las diferencias
étnicas o a los diferentes métodos de determinacién que utilizaron.

Los polimorfismos de las MMPs se han estudiado en pacientes con infarto al miocardio en varias
poblaciones, pero Delgado Enciso y cols.,, estudiaron el polimorfismo de la MMP2 -1306 en pacientes
mexicanos con infarto al miocardio y reportaron que el genotipo CC incrementaba el riesgo a desarrollar
infarto al miocardio en este grupo étnico (Delgado-Enciso 1, y cols., 2009). En este estudio se analizd el
mismo polimorfismo, sin embargo, no hubo asociacion. La principal diferencia entre ambos estudios es el
namero de pacientes incluidos, las técnicas usadas para las determinaciones y el numero de
polimorfismos analizados. La asociacion de Delgado y el polimorfismo -1306 con infarto al miocardio,

no se corrobor¢ en el estudio de poblacion Caucésica (Horne BD, y cols., 2007), estos resultados van de
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acuerdo con los que report6 en este trabajo. Cuando se consideraron las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos, de acuerdo al modelo dominante hubo una asociacién del polimorfismo MMP12 -82 con
la extencion de enfermedad arterial coronaria. Los pacientes con el genotipo AG + GG presentaron 3.72
veces mas riesgo en la enfermedad arterial coronario con 2 o 3 vasos dafiados, comparados con los
pacientes con el genotipo AA. El polimorfismo de la MMP12 -82 esta localizado en el sitio de union al
factor de transcripcion de la proteina activadora 1 (AP-1). Estudios in vitro han detectado una baja
afinidad de unién del polimorfismo con el alelo G, produciendo baja actividad en el promotor de la
MMP12 (Jormsjo S, y cols., 2000). Este polimorfismo fue estudiado en 367 pacientes con enfermedad
arterial coronaria y el alelo G, el cual presentd baja actividad transcripcional in vitro, fue asociado con un
gran didmetro luminal en pacientes con diabetes sometidos a angioplastia con implantacion de stent. Esto
va de acuerdo con los resultados presentados en este trabajo, en el cual se detectd una asociacion del
genotipo AG + GG con el incremento de riesgo de tener oclusién en dos o tres vasos. En el analisis de
haplotipos, se detectaron dos haplotipos (ACTC y ACTT) con las frecuencias incrementadas en pacientes
y un haplotipo (ATTC) con las frecuencias disminuidas. Como se pudo observar, la principal diferencia
entre el haplotipo de riesgo y de proteccion es el alelo C en la posicion -1306 en los haplotipos de riesgo.
Como se coment6 anteriormente, este polimorfismo fue asociado con infarto al miocardio en otro grupo

de pacientes Mexicanos con infarto al miocardio.

Con respecto a los genes que se determinaron por la metodologia de RFLPs, la distribucion de los
polimorfismos en los genes MMP1-1607 1G/2G (rs1799750) y MMP3 -1612 54/64 fue similar en ambos
grupos. Sin embargo, encontramos distribucion diferente en el polimorfismo del gen de MMP9 -1562
(rs3918242) al compararse con los controles sanos. El incremento en la frecuencia del alelo 7'y genotipo
CT de este polimorfismo respalda su rol como marcador de susceptibilidad genética para infarto al
miocardio (MI) en esta poblacion. De hecho, se han reportado niveles aumentados de MMP9 en placas
ateroscleroticas en arterias coronarias (Pasterkamp y cols., 2000). Los sitios polimérficos fueron
seleccionados en base a estudios previos de asociacion en enfermedades cardiovasculares y a su
importante participacion a nivel funcional. En el caso de MMP-1 IG y 2G se trata de una diferente
insercion de un nucledtido de guanina. Este sitio polimorfismo se localiza en la posicion -1607 del sitio
de inicio de la transcripcion en el gen. La actividad transcripcional del alelo 2G es 20 veces mas fuerte
que el alelo 1G. Por lo tanto, individuos portadores del alelo 2G sobre-expresan MMP1, lo cual puede

conducir a disminuir el colageno. Este mecanismo es conocido para inducir la aterosclerosis (Ye, 2000).
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El polimorfismo del gen de la MMP9 es debido a un cambio de una sola base (C/T) en la posicion -
1562 en la region promotora. En este caso el alelo 7 es asociado con enfermedad arterial coronaria

(EAC), ya que potencializa la expresion del gen.

Romén-Garcia y cols. evaluaron tres polimorfismos del gen de MMP-1 (rs11292517, rs1144393 y
rs514921) en 261 pacientes de género masculino con IM. Estos autores no encontraron asociacion con el
padecimiento (Roman-Garcia y cols., 2009). Estos datos concuerdan con nuestros resultados, ya que

también encontramos que el mismo gen (aunque una variante diferente) no se asoci6 con la enfermedad.

En otro reporte, Sakowicz y cols. analizaron 17 polimorfismos en 15 genes candidatos. Entre ellos, los
polimorfismos de MMP-3 -1612 54/6A (rs3025058) y MMP-9 -1562 (rs3918242) en una cohorte de 271
pacientes con MI y 141 controles sanos en poblacién caucasica blanca (Sakowicz y cols., 2013). Estos
autores reportaron que el polimorfismo de MMP-3 -1612 54/64 (rs3025058) se asocid con estenosis
avanzada en los vasos arteriales, mientras que el polimorfismo de MMP-9 -1562 (rs3918242) fue
asociado con hipertension y alto riesgo de MI. En nuestros resultados no encontramos asociacion del
polimorfismo de MMP-3 -1612 54/64 (rs3025058) con la enfermedad. Sin embargo, para el
polimorfismo de MMP-9 -1562 (rs3918242) hay congruencia con nuestros datos, ya que cuando
realizamos el andlisis de regresion logistica con factores de riesgo cardiovasculares los genotipos CT + TT

del polimorfismo MMP-9 -1562 (rs3918242) fueron asociados al padecimiento.

También, Qintao y cols. reportaron un estudio de casos y controles en donde examinaron nueve
polimorfismos en el gen de AMMP-1 en 438 controles sanos y 411 pacientes con EAC de la poblacién Han
en China. Ellos revelaron una débil asociacion entre el polimorfismo rs1799750 y CAD (Qintao y cols.,
2014). En cambio en nuestros datos, no encontramos asociacion con el mismo sitio polimorfico. Estas
discrepancias pueden ser relacionadas con las diferencias genéticas de la poblacion de estudio o en la

seleccion de los pacientes y controles sanos.

Por otro lado, Swelam y cols. Estudiaron la asociacion de polimorfismos en los genes de MMP3 y MMP9
in poblacién Egipcia y reportaron la asociacion del polimorfismo MMP-3 -1612 54/6A4 (rs3025058) y de
los genotipos CT + TT MMP-9 -1562 (rs3918242) con riesgo al desarrollo de MI. En nuestro trabajo,

analizamos los mismos sitios polimérficos. Sin embargo, solo detectamos asociacion con los genotipos
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CT + TT del polimorfismo MMP-9 -1562 (rs3918242). La principal diferencia en ambos estudio es el
nimero de pacientes incluiods y el nimero de polimorfismos analizados. En el reporte de Sewelam y
cols. Incluyeron solo 40 pacientes con respecto al nuestro con 236 pacientes analizados. Nosotros
estudiamos tres polimorfismos en diferentes genes de MMPd, mientras que Swelam y cols. analizaron dos
polimorfismos (Swelam y cols., 2013). La asociacion del polimorfismo del gen de MMP-1 no ha sido
corroborada en poblaciones caucésicas con un mayor tamafio de meustra, pero solo el polimorfismo del
gen de MMP-9 -1562 (rs3918242) fue asociada con MI (Horne y cols., 2007), este resultado es
congruente con nuestros datos. Recientemente, Nie y cols. encontraron que el alelo 7" del polimorfismo
del gen de MMP-9 -1562 (rs3918242) se asocid con incremento de 1.5 veces mas de riesgo a desarrollar
enfermedad cerebro vascular en poblacion China (Nie y cols., 2014). Este dato es importante ya que

también es congruente con nuestros resultados.

La principal fortaleza de nuestro trabajo ha sido la medicién del calcio coronario en los grupos
estudiados, empleando tomografia computarizada. Este es un método especifico para evaluar el score de
calcio y poder diagnosticar individuos aparentemente sanos (aterosclerosis subclinica). En este punto,
solo fueron seleccionados individuos controles que presentaron score de calcio de cero (CAC=0). Los
pacientes con MI fueron seleccionados si el diagndstico fue por ruptura de placa aterosclerdtica, esto
debido a la importancia de las MMPs en el proceso de la degradacion de matrix extracelular de la placa
coronaria, que también involucra el debilitamiento de la misma. Estas fortalezas deberan de considerarse

al momento de comparar este estudio del resto de las investigaciones en el campo.
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VII. CONCLUSIONES

Los datos clinico demograficos confirmaron que la frecuencia de pacientes infartados se da
principalmente en varones, asi como en aquellas personas con habitos tabicos. La Diabetes Mellitus y la
hipertension, siguen siendo un factor de riesgo para la enfermedad.

Los datos mostraron que el polimorfismo MMP2 -1575 (rs243866) A/G podria tener un papel importante
en el riesgo a desarrollar infarto al miocardio en la poblacion Mexicana. En este mismo gen también se
distinguieron dos haplotipos de riesgo “ACTC” y “ACTT” y un haplotipo protector “ATTC” para infarto
al miocardio.

El polimorfismo de la MMP12 -82 fue asociado con el nimero de vasos dafiados, cuando se analizo la
correlacion entre el polimorfismo y las diferentes variables clinicas, el grado de enfermedad arterial
coronaria fue observado. Los pacientes con el genotipo AG+GG tuvieron un riesgo de 3.72 veces més de
tener una significante oclusion en dos o tres vasos.

También se mostro la asociacion del polimorfismo -1562 (rs3918242) ubicado en la region promotora del
gen de la MMP-9 con riesgo al desarrollo de la enfermedad en la nuestra poblacion. Estos resultados
representan datos preliminares debido al tamafio de muestra y finalmente se requieren estudios
adicionales en otras poblaciones con mayor tamafio de muestra, con el fin de definir el verdadero papel en
la genética de estos polimorfismos en el MI.

Los polimorfismos MMP2-1306 (rs243865), MMP2-790 (rs243864), MMP2-735 (rs2285053), MMP3
-1612 SA/6A (rs 3025058), MMP7-153 (rs11568819) y MMP7-181 (rs11568818), no se encontraron
asociados a infarto al miocardio en mexicanos.

Con respecto al anélisis de expresion del gen de la MMP2 en arterias de pacientes infartados, hubo un
pequeflo incremento en su expresion pero no fue significativa.

Todas las muestras recolectadas para este estudio fueron de pacientes infartados a los cuales se les realizo
cinecoronariografia y el diagnostico de infarto se dio por ruptura de la placa.

Los estudios adicionales en otras poblaciones pueden ayudar a definir el papel verdadero de estos

marcadores como factores de riesgo para el desarrollo de infarto al miocardio.
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The Matrix Metalloproteinase 2 -1575 gene Polymorphism is
Associated with the Risk of Developing Myocardial Infarction
in Mexican Patients
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Aim: Was to evaluate the role of seven matrix metalloproteinase (MMP) polymorphisms in the
genetic susceptibility to develop myocardial infarction in Mexican individuals.

Methods: Seven polymorphisms in the MMP genes were genotyped by 5” exonuclease TagMan geno-
typing assays in 300 patients with myocardial infarction and 300 healthy unrelated controls.

Results: A similar distribution of MMP2-1306 (rs243865), MMP2-790 (rs243864), MMP2-735
(rs22850553), MMP7-153 (rs11568819), MMP7-181 (rs11568818), and MMP12-82 (rs2276109)
polymorphisms was observed in both studied groups. On the other hand, patients showed increased
frequencies of MMP2-1575 A allele and AA genotype when compared to controls (pC=0.001;
OR=1.58 and pC=0.036; OR=2.37, respectively). According to the dominant model, individuals
with AG+AA genotypes had a 1.65-fold increased risk of developing the disease (p=0.002). After
adjusting for known risk factors, we found a significant contribution of gender, BMI, smoking habit,
diabetes mellitus, and hypertension to the inheritance model. In this analysis, individuals with the
-1575 AA genotype had a 4.23-fold increased risk of developing MI (p=0.003). On the other hand,
an association of the MMP12-82 polymorphism with the extent of coronary artery disease (CAD)
was observed. In our study, it was possible to distinguish two risk haplotypes and one protective hap-
lotype for this disease in the MMP2 gene.

Conclusions: The results suggest that the MMP2-1575 (1s243866) gene polymorphism could be

involved in the risk of developing myocardial infarction in Mexican individuals.

J Atheroscler Thromb, 2012; 19:718-727.
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Introduction

Coronary artery disease (CAD) and one of its
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manifestations, myocardial infarction (MI), is a major
cause of death worldwide. It is well known that the
inflammatory processes, coupled to dyslipidemia,
advanced glycatlon, and infectious agents, play an
important role in the progression of atherosclerosis
plaque" ?. The transition of a stable coronary athero-
sclerotic lesion into a ruptured plaque with subse-
quent thrombus formartion, results in the clinical
manifestation of MI*®. Remodeling of the extracellu-
lar matrix in the artcrial wall occurs during all stages
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of CAD, including compensatory remodeling, plaque
development, and plaque instability. There is evidence
to indicate that disturbances in arterial extracellular
matrix remodeling play a key role in the atheroscle-
rotic process. Aberrant extracellular matrix remodecling
is a feature of several major cardiovascular diseases and
it is thought that dysregulation of matrix metallopro-
teinases (MMPs) enzymatic activity may be involved
in the underlying ctiology of these inflammatory dis-
eases. MMPs are a family of Zn?'-dependent endo-
peptidases capable of cleaving components of the
extracellular matrix® 7. Increased expression of several
MMPs and the presence of MMP activity has been
observed in diseased human arteries and in association
with arterial morphological changes in experimental
models of atherosclerosis®. MMP activity may con-
tribute to the pathogenesis of atherosclerosis by facili-
tating the migration of vascular smooth muscle cells
through the internal elastic lamina into the intima of
the vessel wall, where they proliferate and contribute
to plaque formation?.

In the last decade, several studies have focused on
the role of genetic predisposition in the development
of this discase. Several polymorphisms of genes that
encode MMPs molecules have been studied in MI'*19).
The results, however, have been inconsistent, with
positive and negative associations'® 'V,

Aim
The aim of the present study was to establish the
role of MMP gene polymorphisms in the risk of devel-

oping MI in a well-characterized clinical cohort of
Mexican Mestizo patients.

Methods

Patients and Controls

The study included 300 Mexican Mestizo
patients with MI (251 men and 49 women, mean age
59.01+11.21 years). MI was defined by angina symp-
toms with ST-segment elevation of 1 mm or more (or
development of a new Q wave) in two or more con-
tiguous electrocardiograph leads and/or three times
the upper limit of serum creatine phosphokinase
(CPK) MB isoenzyme (normal value=0.6-6.3 ng/mL)
in at least one single sample.

A group of 300 healthy unrelated individuals
(139 men and 161 women, mean age 59.66+5.91
years) with neither symptoms nor a previous diagnosis
of cardiovascular problems and systemic disease was
studied as the control group. Calcium score was deter-
mined by multi-detector computed tomography in all

control individuals in order to detect subclinical ath-
erosclerosis. The values were zero in these individuals.

For patients and controls who met the inclusion
criteria, anthropometric measures and traditional risk
factors were recorded. Individuals were considered to
have diabetes mellitus type 2 if they had been previ-
ously diagnosed, if they were receiving hypoglycemic
treatment and/or insulin, or if they had a fasting glu-
cose level of >126 mg/dL on 2 or more occasions.
Individuals were considered to have hypertension if
they had been previously diagnosed or were receiving
previously prescribed antihypertensive therapy. Dys-
lipidemia was defined as total cholesterol 2200 mg/dL
and/or low-density lipoprotein cholesterol >130 mg/
dL and/or triglycerides >150 mg/dL. Patients were
considered to be active smokers if they smoked 5 or
more cigarettes a day or had suspended this habit for
less than a year. Patients were considered to be active
alcohol drinkers if they drank more than 6 g alcohol
daily. Body mass index was calculated by a standard
formula (weight in kg/height in m?).

Selective coronary anglography was performed
using femoral access in all patients. The extent of
CAD was estimated based on the number of stenotic
coronary arteries, classified as one-vessel disease or
two- or three-vessel disease. Involvement of two ves-
sels meant signiﬁcant stenosis in two coronary vessels
or a narrowing of 50% or more in the left main trunk
and involvement of three vessels meant significant ste-
nosis in three coronary vessels. Involvement of one
vessel was considered hemodynamically significant
with more than a 50% reduction in the diameter of an
important vessel (left anterior descending, circumflex
or right coronary).

All subjects included (patients and controls) in
the study were ethnically matched, and we considered
as Mexican Mestizos only those individuals whose
ancestors had been born in Mexico for three genera-
tions, including their own. A Mexican Mestizo is
defined as someone born in Mexico, who is a descen-
dant of the original autochthonous inhabitants of the
region and of individuals, mainly Spaniards, of Cauca-
sian and/or African origin, who came to America dur-
ing the sixteenth century.

The study complied with the Declaration of Hel-
sinki. The protocol was approved by the institutional
ethics committee, and informed consent was obtained
from each participant.

DNA Extraction
Genomic DNA from whole blood containing
EDTA was isolated by standard techniques'®.
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Table 1. MMP sequence variants

SNP name Reference SNP Ch position (pb) Gene region Minor/Major allele
MMP2-1575 15243866 54069038 promoter A/G
MMP2-1306 rs243865 54069307 promoter C/T
MMP2-790 rs243864 54069823 promoter G/T
MMP2-735 152285053 54069878 promoter C/T
MMP7-153 rs11568819 102401633 promoter 7/C
MMP7-181 rs11568818 102401661 promoter G/A
MMP12-82 152276109 102745791 promoter G/A

Genotyping of MMP2, MMP7 and MMP12

The MMP2-1575 (rs243866), MMP2-1306
(rs243865), MMP2-790 (rs243864), MMP2-735
(rs22850553), MMP7-153 (rs11568819), MMP7-
181 (rs11568818), MMP12-82 (rs2276109) single
nucleotide polymorphisms were genotyped using 5°
exonuclease TagMan genotyping assays on an ABI
Prism 7900HT Fast Real-Time PCR system, accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) (Table 1).

Statistical Analysis

Allele and genotype frequencies of the studied
polymorphisms were obtained by direct counting.
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was calculated
using the Chi-square test. We used descriptive statis-
tics with the mean = SD and median with minimum
and maximum values in accordance with their distri-
bution. Student’s #-test or the Mann-Whitney test was
performed to compare differences between continuous
variables according to their distribution. Significant
differences between categorical variables were evalu-
ated using the Chi-square and Fisher’s exact test for
frequencies lower than 5. The p-values were corrected
(pC) according to the number of specificities tested
and the number of comparisons performed, and they
were considered statistically significant if their values
were <0.05. Inheritance hypothesis was tested accord-
ing to four models: co-dominant, dominant, recessive,
and heterozygous advantages. Logistic regression anal-
ysis was used bi-variably to estimate the risk of myo-
cardial infarction between patients and controls
against the MMP polymorphisms. In addition, logis-
tic regression analysis was performed to estimate the
risk of the patients having two or three-vessel disease
against the MMP polymorphisms. It included the
odds ratio with a confidence interval of 95% (95%
CI). Multiple logistic regression analysis was per-
formed to determine the relationship among risk fac-
tors, genotype, and MI. Variables with a significance
of less than 0.10 in univariate analysis were included

in the multiple logistic regression model. Statistical
calculations were performed using SPSS software, ver-
sion 15.

Pairwise linkage disequilibrium (LD, D’) estima-
tions between polymorphisms and haplotype recon-
struction were performed with Haploview version 4:1
(Broad Institute of Massachusetts Institute of Technol-
ogy and Harvard University, Cambridge, MA, USA).

Results

Characteristics of the Study Sample

The demographic and clinical characteristics are
shown in Table 2. Similar age distribution was
observed between patients and healthy controls; how-
ever, as expected, the body mass index, smoking habit,
alcohol consumption, type 2 diabetes mellitus, hyper-
tension and dyslipidemia were higher in patients than
in healthy controls. In the patient group, 34.4%
showed involvement in one vessel and 65.7% in two
or three vessels. On the other hand, 6.6% of patients
presented with coronary calcification.

Allele and Genotype Frequencies

Observed and expected frequencies of all poly-
morphic sites were in Hardy-Weinberg equilibrium. A
similar distribution of MMP2-1306 (rs243865),
MMP2-790 (rs243864), MMP2-735 (rs22850553),
MMP7-153 (rs11568819), MMP7-181 (rs11568818),
and MMPI12-82 (rs2276109) polymorphisms was
observed in both studied groups; however, a different
distribution of MMP2-1575 (rs243866) gene poly-
morphism was observed in patients and healthy con-
trols. Patients showed increased frequencies of -1575
A allele and A4 genotype when compared to controls
(pC=0.001; OR=1.58; 95% CI=1.21-2.07 and
pC=0.036; OR=2.37; 95% CI=1.13-5.07, respec-
tively) (Table 3). Inheritance hypothesis for this poly-
morphism was tested according to four models: co-
dominant, dominant, recessive, and heterozygous

advantage (Table 4). According to the dominant
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Table 2. Cardiovascular risk factor distribution in MI patients and healthy controls

Variable Patients (7=300) Controls (2=300) p value
Age 59.01%11.21 59.66%5.91 0.380
Sex (M/F) 251/49 139/161 <0.001*
BMI (kg/m?) 27.17%4.09 28.29+4.18 0.002*
Smoking habics

Smokers 225 (75%) 48 (25%) <0.001%

Non-smokers 75 (25%) 252 (75%)

Use of alcohol
Never use 161 (53.6%) 136 (45.3%) 0.054
26 g/day use 139 (46.3%) 164 (54.6%)

Diabetes mellitus
Yes 139 (46.3%) 41 (13.6) <0.001%
No 161 (53.6%) 259 (86.3%)

Hypertension
Yes 236 (78.6%) 166 (55.3%) <0.001*
No 64 (21.3%) 134 (44.6%)

Dyslipidemia
Yes 218 (72.6%) 206 (68.6%) 0.325
No 82 (27.3%) 94 (31.3%)

Coronary angiography
One vessel 103 (34.3%)

197 (65.7%)
20 (6.6%)

Two or three vessels

Coronary calcifications

The variables are expressed as the mean * standard deviation (SD). BMI=body mass index, M/F = male/female.

*»<0.05

model, individuals with AG+A4A genotypes had a
1.65-fold increased risk of developing the discase
(»=0.002). The dominant model was selected in chis
study based on Akaike information criteria (AIC). In
respect to the analysis of the interactions between the
dominant model and covariates, after adjusting for
known risk factors, we found a sngmﬁcant contribu-
tion of gender, BMI, smoking habit, diabetes mellitus,
and hypertension to the inheritance model. In this
analysis, individuals with the -1575 A4 genotype had
a 4.23-fold increased risk of developing MI (p=0.003)
(Table 5). When we analyzed the correlation between
the polymorphisms and different clinical variables, an
association between the MMPI2-82 polymorphism
and the extent of CAD was observed. Patients with
the MMP-12 -82 AG+ GG genotypes had a 3.72-fold
increased risk of have significant occlusion in two or
three vessels (p=0.041) (Table 6).

The MMP-2 polymorphisms (rs243866, rs243865,
15243864, and rs22850553) were in linkage disequi-
librium. The analysis of linkage disequilibrium showed
three out of seven different possible allele combina-
tions (ACTC, ACTT, and ATTC) with important dif-
ferences between the studied groups. Patients with M1

showed increased frequencies of “AC7TC” and “ACTT”
haplotypes when compared to healthy controls (p=
0.0007; OR=2.88, 95% CI=1.46-5.79 andp=0.002,
OR=5.45, 95% CI=1.49-23.63, respectively). On the
other hand, the “A77C” haplotype showed a decreased
frequency in patients with MI when compared to
healthy controls (p=0.019, OR=0.25, 95% CI=0.05-
0.94) (Table 7).

Discussion

MMP activity may contribute to the pathogene-
sis of atherosclerosis by facilitating the migration of
vascular smooth muscle cells through the internal elas-
tic lamina into the intimal space, where they prolifer-
ate and contribute to plaque formation''”. Some
genome-wide association studies (GWAS) have been
performed in cardiovascular diseases; however, the
MMP genes were not reported to be associated with
these diseases in these studies'®*”. Considering that
the majority of these GWAS have been performed in
Caucasian or European populations, these results do
not necessarily provide information about the Mexi-
can population; for example, Europeans are closely
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Table 3. Allele and genotype frequencies of MMP-2 polymorphisms in MI patients and healthy controls

Cases (n=300)

Controls (7=300)

(n (%)) (n (%)) OR 95% CI pC
MMP2-1575 A/G (rs243866)
Alleles A 180 (30) 128 (21.3) 1.58 1.21-2.07 0.001"
G 420 (70) 472 (78.7) 0.63 0.48-0.83 0.001%
Genotypes AA 27 (9) 12 (4) 2:37 1.13-5.07 0.036"
AG 126 (42) 104 (34.7)
GG 147 (49) 184 (61.3)
MMP2-1306 C/T (rs243865)
Alleles G 467 (77.8) 477 (79.5)
i 133 (22.2) 123 (20.5)
Genotypes cCc 181 (60.3) 192 (64) NS
GT 105( 5) 93 (31)
TT 4(4.7) L5(5)
MMP2-790 G/T (rs243864)
Alleles G 131 (21.8) 116 (19.3)
1 469 (78.2) 484 (80.7)
Genotypes GG 4 (4.7) 12 (4) NS
GT 103 (34.3) 92 (30.7)
TT 183 (61) 196 (65.3)
MMP2-735 C/T (rs2285053)
Alleles (e 465 (77.5) 471 (78.5)
i 135 (22.5) 129 (21.5)
Genotypes (@ 184 (61.4) 187 (62.4) NS
(i 97 (32:3) 97 (32.3)
3 ) 19 (6.3) 16 (5.3)

OR =odds ratio, CI=confidence interval, pC=p corrected, NS=not significant

*$<0.05

related®” and their genome has undergone fewer
recombination events than Mexicans. Genetic studies
of Mexicans have shown that the proportion of Indian
and White genes is 56% and 44%, respectively, in the
dihybrid model and 3%, 56% and 41% from Blacks,
Indian and White in the trihybrid model?*?%. Genetic
heterogeneity is a well-recognized reason for the fail-
ure to replicate genetic association findings. On the
other hand, candidate gene studies suggest that SNPs
of MMPs appeared to be generic risk factors for ath-
erosclerosis or coronary artery disease? 2, In the pres-
ent work, we studied seven polymorphlsms of the
MMP genes in Mexican patients with MI. In only one
of these polymorphisms (MMP2-1575 Al G (rs243866),
a different distribution was observed in patients when
compared to healthy controls. The increased frequency
of the A allele and A4 genotype of this polymorphism
supports its role as a genetic susceptibility marker for
MI in this population. Increased plasma levels of
MMP2 in cardiovascular discases?” 2® and in athero-
sclerotic plaques of coronary arteries have been

reported”. In a previous study, Harendza er al”
determined the SNP distribution within 1665 bp of
the 5-flanking region of the MMP2 gene. They
detected a G-A transition at -1575 bp immediately 5°
to the half-palindromic potential estrogen receptor
binding site. In estrogen receptor-positive MCF-7
cells, the -1575G allele functioned as an enhancer,
whereas the -1575A allele showed reduced transcrip-
tional activity. In this study, a specific region in the
gene was analyzed in a specific type of cells; however,
in another study, Price et al.>" reported that the -1575
polymorphism was not functional when tested within
the background of other estrogen receptor-negative
cells, including HEK293 (embryonic kidney),
RAW?264.7 (macrophages), and A10 (tubular epithe-
lium) cells. This suggests that the functional effect of
the -1575 polymorphism varies depending on cell
type. On the other hand, several groups have
attempted to define the transcriptional regulatory ele-
ments that provide the cellular or tissue-specific levels
of MMP2 synthesis. Binding sites for transcription
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Table 4. Polymorphism risk analysis as function of the inheritance model in MI patients and healthy

controls considering the MMP2-1575 polymorphism

Inheritance Model Genotype OR 95% CI p value
Co-dominant GG 1.0
AG 1.516 1.081-2.127 NS
AA 2.816 1.379-5.751 NS
Recessive AAvs 1.0
AG+ GG 0.421 0.209-0.848 NS
Dominant GG vs 1.0
AG+AA 1.651 1.194-2.284 0.002"
Hetero adv. AG vs 1.0
GG+AA 0.733 0.527-1.020 NS

OR=o0dds ratio, CI = confidence interval, *p<0.05

Sample output of association models for binary response. Four inheritance models are fitted, which correspond to
different parameters or groups of genotypes. Akaike’s Information Criterion (AIC) was used to select the best model
for a specific SNP. The inheritance model with the least AIC is dominant. To select the best inheritance model, we
applied Akaike’s information criterion to choose the model with the mosr likelihood.

Table 5. Risk assessment in the MMP2-1575 polymorphism using the dominant inheri-

tance model between patients and healchy controls

Variable OR 95% ClI 2 value
Genotypes:

GG 1

AG 1.196 0.730-1.959 0.477

AA 4.228 1.617-11.054 0.003*
Gender 6.039 4.114-8.863 <0.001"*
BMI (kg/m?) 0.934 0.894-0.976 0.002"
Smoking habit 15.652 10.316-23.749 <0.001"
Diabetes mellitus 5.479 3.3615-8.303 <0.001"
Hypertension 2.991 2.046-4.372 <0.001"

OR = odds ratio, CI=confidence interval, *p< 0.05

factors AP-2, Sp1, Sp3, and RE-1 have been reported
in the promoter of the MMP2 gene®®??. This suggests
that the -7575 A variant may be in linkage disequilib-
rium with other regulatory regions in the promoter of
this gene thar affects its transcriptional regulatlon and
finally protein levels. On the other hand, it is impor-
tant to consider that the activity of MMP-2 is influ-
enced not only by the level of MMP expression but
also by MMP activators and inhibitors. The role of
the -1575 GIA polymorphlsm as a susceptlbrllry
marker for several diseases is controversial, with posi-
tive and negative results reported in the international
literature. An association was observed in colorectal
cancer® and systolic hearrt failure®, whereas no asso-
ciation was reported In periodontitis®”, diabetic reti-
nopathy*, psoriasis®”, and coronary triple-vessel dis-

case?. At the present time, no studies have reported a
correlation between the MMP-1575 A/G polymor-
phism and inflammatory markers. This point should
be considered in the future in order to establish the
functional role of this polymorphism and its possible
effect in the physiopathogenesis of atherosclerosis.
Recently, Alp er al. investigated the relationship
between genotypes or haplotypes of -1575 G/ A, -1306
CIT, -790 TIG, and -735 C/T promoter polymor-
phisms of the MMP-2 gene and coronary artery dis-
ease with or without myocardral infarction history in a
Turkish population'”. In that study, no significant
associations were found between -1575 G/A, -1306 CI T,
and -790 71G polymorphisms and CAD; however, the
frequency of the -735 TT genotype was significantly

lower in the controls than in the patients with MI
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Table 6. Polymorphism risk analysis as function of the inheritance model of MMP12-82 in MI patients
depending of the extent of CAD (one vessel vs. two or three vessels)

Inheritance Model Genotype OR 95% CI 2 value
Co-dominant AA 1.0
AG 3.50 0.998-12.378 NS
GG ND ND -
Recessive GGvs 1.0
AG+ AA ND ND -
Dominant AA vs 1.0
AG+ GG 3.72 1.058-13.078 0.041"
Hetero adv AG vs 1.0
AA+ GG 0.288 0.081-1.017 NS

OR=o0dds ratio, Cl=confidence interval, */J<0.05, ND=No determined

Sample output of association models for binary response. Four inheritance models are fitted, which correspond to different
parameters or groups of genotypes. Akaike’s Information Criterion (AIC) was used to select the best model for a specific
SNP. The inheritance model with the least AIC is dominant. To select the best inheritance model, we applied Akaike’s infor-
mation criterion to choose the model with the most likelihood.

Table 7. MMP2 haplotype frequencies in MI patients and healthy controls

Frequencies

Haplotypes OR (95% CI) p value
MI Controls
(rs243866, 243865, 243864, 2285053)

GCTC 0.489 0.545
GCTT 0.192 0.203
ATGC 0.204 0.166
ACTC 0.060 0.021 2.88 (1.46-5.79) 0.0007*
ACTT 0.027 0.005 5.45 (1.49-23.63) 0.002*
GCGC 0.009 0.020
ATTC 0.005 0.020 0.25 (0.05-0.94) 0.019*

MI=Myocardial infarction, OR = odds ratio, CI=confidence interval, *p< 0.05

The order of polymorphisms in the haplotypes is according to their positions on the chromosome.

when compared with the CC genotype. The different
results obtained in that study could be due to ethnic
differences or the different methods used in the deter-
minations.

Polymorphisms of the MMPs have been studied
in patients with MI in several populations, including
Mexicans; however, the results have been contradic-
tory, with positive and negative associations. Delgado-
Enciso ez al. studied the MMP-2 -1306 polymorphism
in Mexican patients with MI and reported that the
CC genorype increased the risk of developing MI in
this ethnic group'?. In our study we analyzed this
polymorphism; however, we did not detect an associa-
tion. The principal difference in both studies is the
number of patients included in the studies, the tech-

niques used in the determinations and the number of
polymorphisms analyzed. In the report of Delgado-
Enciso et al., only 98 patients were included as com-
pared to the 300 patients analyzed in our study. We
determined seven polymorphisms in different MMP
genes using TagMan assays whereas Delgado-Enciso ez
al. determined only one SNP by PCR-RFLP The
association of the -7306 polymorphism with MI was
not corroborated in a large study of a Caucasian pop-
ulation®”; this result agrees with our report.

When we considered the clinical features and the
polymorphisms, according to the dominant model, an
association of the MMP12-82 polymorphism with the
extent of CAD was observed. Patients with the AG+
GG genotypes showed a 3.72-fold risk of 2-3-vessel
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coronary disease compared with patients with the AA
genotype. The MMP12-82 polymorphism is located
in the activator protein-1 (AP-1) transcription factor
binding site. /n witro studies have derected the low
binding affinity of AP-1 to the G allele of this poly-
morphism, producing lower MMP12 promoter activ-
ity™. This polymorphism was studied in 367 patients
with CAD, and the G allele, which shows lower tran-
scriptional activity 7z vitro, was associated with a
greater luminal diameter in patients with diabetes
undergoing angioplasty with stent implantion®. This
agrees with our results, in which we detected an asso-
ciation of the AG+ GG genotypes with the increased
risk of having occlusions in two or three vessels.

In our haplotype analysis, we detected two hap-
lotypes (ACTC and ACTT) with increased frequencies
in patients and one haplotype (A77C) with decreased
frequency. As can be seen, the principal difference
between the risk and protective haplotypes is the pres-
ence of the Callele in position -7306 in the risk hap-
lotypes. As commented previously, this polymorphism
was associated with MI in another group of Mexican
patients with M.

Conclusion

In summary, our data suggest that the MMP2-
1575 AlG polymorphism plays an important role in
the risk of developing MI. In our study, it was possible
to distinguish two risk haplotypes and one protective
haplotype for this disease in the MMP2 gene. The
MMP12 -82 polymorphism was associated with the
number of injured vessels. Additional studies in other
populations could help to define the true role of these
markers as risk factors for the development of MI.
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ABSTRACT

Several studies have demonstrated that matrix metalloproteinases (MMPs) play an
important role in atherosclerotic plaque disruption and lead to myocardial infarction
(MI). The aim of the present study was to evaluate the role of the MMP1 -1607 1G/2G
(rs1799750), MMP3 -1612 5A4/64 (rs3025058) and MMP9 -1562 C/T (rs3918242)
polymorphisms in the risk of developing MI in a cohort of Mexican mestizo patients.
The genotype analysis was performed using PCR-RFLP technique in a group of 236
patients with MI and 285 healthy controls. A similar distribution of rs1799750, and
1s3025058 was observed in both groups; however, the MMP-9 rs3918242 T allele and
CT genotype were associated with risk of developing MI (OR = 2.32, pC = 0.02 and OR
= 2.40, pC = 0.02). Multiple logistic analysis was performed between MI patients and
controls to estimate risk, and after adjusting for known risk factors, CT + TT genotypes
of MMP-9 rs3918242 were significantly associated with increased risk of developing
MI compared to CC genotype (OR = 2.88, P < 0.01). In summary, our results suggest
that rs3918242 polymorphism in MMP9 gene plays an important role in the risk of
developing MI.

Key words: Matrix metalloproteinase; Polymorphisms; Myocardial infarction;
Atherothrombosis.



INTRODUCTION

Globally, coronary artery disease (CAD) is one of the main mortality causes, in which
myocardial infarction (MI) is one of the main clinical presentation of this pathology.
The MI is a complex disease involving underlying interaction of genetic and
environmental factors. Current evidence indicates that disturbances in arterial
extracellular matrix remodeling play a key role in the atherosclerotic process.
Metalloproteinases (MMPs) activity may contribute to the pathogenesis of
atherosclerosis by facilitating the migration of vascular smooth muscle cells through the
internal elastic lamina into the intima of the vessel wall, where they proliferate and
contribute to plaque formation (Newby, 2005; Herzog et al., 1998). The MMPs are a
family of zinc-dependent endopeptidases responsible for degrading extracellular
components (Falk, 2006; Creemers et al., 2001). Each MMP has different substrate
specificities (Ratnikov et al., 2014). Previous studies have suggested that MMPs may
play a role in the development of many diseases, such as, spontaneous early pregnancy
failure (Nissi er al., 2013), solid and hematological malignancies (Chaudhary er
al.,2013), and abdominal aortic aneurysms (Duellman et al., 2012). Several
polymorphisms in genes that encode MMP molecules have been studied in
cardiovascular diseases (Opstad et al., 2014; Chehaibi et al., 2014; Olsen et al., 2014).
It is important to notice that association studies results may vary between populations
due to interpopulation genetic differences, including differences in allele frequencies
and linkage disequilibrium structure (Neale and Sham 2004). The interindividual
variation in CAD risk is heritability, indicating that genetic risk factors play a critical
role in pathogenesis. Therefore, the aim of the present study was to analyze the
association between polymorphisms in MMP-1, MMP-3, and MMP-9 genes with MI in
Mexican Mestizo population. We also analyzed the relationship between MMP gene
polymorphisms and cardiovascular risk factors.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

All participants provided written informed consent, and the study complies with the
Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of the Instituto
Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez". This report included 236 Mexican mestizo
patients with previous history MI (194 men and 42 women). MI was clinically
characterize by classic angina symptoms and defined as an elevation of I mm or more
of the ST-segment, as well as the development of a Q wave in two or more contiguous
electrocardiographic records, and/or thrice the upper limit of serum creatine
phosphokinase (CPK) MB isoenzyme (normal value = 0.6-6.3 ng/mL) in at least one
sample of peripheral blood.

A group of 285 healthy unrelated individuals (134 men and 151 women) that did not
have any angina symptoms or a previous diagnosis of cardiovascular or systemic
disease (corroborated clinically and by electrocardiography) was used as control group.
Coronary calcium score was determined by multidetector computed tomography to
detect subclinical atherosclerosis; all control individuals were required to have a value
of zero. Anthropometric measures were recorded and throe a past medical history
information was collected on traditional risk factors in all patients and controls who met



the inclusion criteria. We used clinical criteria to find type 2 diabetes mellitus patients:
serum glucose level of 126 mg/dL or higher in two samples, a previous diagnosis or
current hypoglycemic treatment and/or insulin. Hypertensive patients were established
by a previous diagnosis or an active antihypertensive therapy. Dyslipidemia was
correspondingly defined as total cholesterol of 200 mg/dL or higher, low-density
lipoprotein cholesterol > 130 mg/dL or serum triglycerides of 150 mg/dL or higher.
Active smokers were identified by a consumption habit of 5 or more tobacco cigarettes
a day, or a cessation of less than a year.

Individuals were considered to be active alcohol drinkers if they drank more than 6 g
daily. Body mass index was calculated by a standard formula (weight in kg/ squared
height in m?). Selective coronary angiography was performed by femoral access in all
patients. The extent of CAD was estimated based on the number of stenotic coronary
arteries, classified as one-vessel disease or two- or three-vessel disease. Involvement of
two vessels meant significant stenosis in two coronary vessels or a narrowing of 50% or
more in the left main trunk and involvement of three vessels meant significant stenosis
in three coronary vessels. Involvement of one vessels was considered hemodynamically
significant with more than a 50% reduction in the diameter of an important vessels (left
anterior descending, circumflex or right coronary).

A Mexican Mestizo is defined as someone born in Mexico, who is descendant of the
original autochthonous inhabitants of the region and of individuals, mainly Spaniards,
of Caucasian and/or African origin, who came to America during the colonization
period. Therefore, all subjects included in the study (patients and controls) were
ethnically matched, and was considered as Mexican Mestizo only those individuals who
had been born in Mexico for three generations, including their own. '

DNA extraction

Genomic DNA from whole blood containing EDTA was isolated by conventional
methods (Lahiri and Nurnberger., 1991).

Polymorphism analysis (MMP-1, MMP-3 and MMP-9)

MMPI -1607 1G/2G (rs1799750), MMP3 -1612 54/6A4 (rs3025058) and MMP9 -1562
C/T (rs3918242) polymorphisms were determined using the RFLP technique (Table 1).

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of the examined polymorphisms were obtained by
direct counting. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was estimated using the chi-
square test. Statistical analysis was carried out with SPSS for Windows. Comparison of
numerical variables, between both groups, was performed with Mann Whitney U test;
data are presented as median, and 25 and 75 percentiles. Categorical variables were
analyzed with chi-squared or Fisher test as required, and presented as absolute
frequencies and proportions. Statistical significance was set at P < 0.05. Multiple
logistic analysis was used to test for association of polymorphism with MI adjusted for
gender, smoking habits, diabetes mellitus, and hypertension. All P values quoted were
corrected (pC) by Bonferroni test for multiple comparisons.



RESULTS
Sample characteristics

The clinical and demographic characteristics of the study groups are shown in Table 2.
As expected, type 2 diabetes mellitus, hypertension and smoking habits were more
frequent in patients than in healthy controls. In the patient group, 6.3% showed no
occluded vessels, 32.6% exhibited a one-vessel occlusion, 30.1% a two-vessel occlusion
and 30.9% a three-vessel occlusion. Moreover, 9.7% of patients presented coronary
calcification.

Allele and genotype frequencies

Allele and genotype frequencies of MMP1 -1607 1G/2G (rs1799750), MMP3 -1612
5A4/64 (rs3025058), and MMP9 -1562 C/T (rs3918242) gene polymorphisms in MI
patients and healthy controls are shown in Table 3. Observed and expected frequencies
of all polymorphic sites were in Hardy-Weinberg equilibrium. A similar distribution of
MMPI -1607 2G/1G (rs1799750) and MMP3 -1612 5A4/6A (rs3025058) was observed in
both groups; however, a different distribution of MMP9 -1562 C/T (rs3918242) gene
polymorphism was observed in patients and healthy controls. MI patients showed
increased frequencies of 7 allele and CT genotype when compared to healthy controls
(OR =2.32; 95% CI = 1.15-4.73; pC = 0.02 and OR =2.40; 95% CI = 1.17-4.97; pC =
0.02, respectively). On the other hand, MMP9 -1562 C/T (rs3918242) C allele and CC
genotype decreased in MI patients when compared to healthy controls (OR= 0.43; 95%
CI= 0.21-0.87; pC= 0.02 and OR= 0.42; 95% CI= 0.20-0.86; pC= 0.02, respectively).
Multiple logistic analysis was used to estimate the risk between MI patients and
controls adjusted by gender, smoking habits, diabetes mellitus, and hypertension. In this
analysis, the MMP9 -1562 (rs3918242) CT + TT genotypes were significantly
associated with risk of developing MI compared to CC genotype (OR =2.88; 95% ClI
=1.18-6.99; P <0.01) (data not shown).

DISCUSSION

The pathophysiology of MI includes the transition of a stable coronary atherosclerotic
lesion into a ruptured plaque. After the rupture, a thrombus is formed, which is
conducive to and hypoxic lesion the clinical manifestation as MI. MMPs, mainly
synthesized by infiltrating cells, degrade the extracellular matrix and contribute to the
weakening of the cap and its subsequent rupture (Brown et al., 1995). Remarkably,
polymorphisms in MMP genes have been studied in several diseases with contradictory
results (Zhi et al,. 2010; Alp et al., 2009; Alp et al., 2011). Association of these
polymorphisms has been observed in CAD (Opstad et al., 2013), and intracerebral
hemorrhage (Yang et al., 2014). In the present work, we studied three MMP gene
polymorphisms in Mexican mestizo patients with MI. The distribution of both MMP] -
1607 1G/2G (rs1799750) polymorphism and MMP3 -1612 5A4/6A (rs3025058)
polymorphism was similar in both groups. However, we found a different distribution
of -1562 (rs3918242) polymorphism in MMP9 gene compared to healthy controls. The
increased frequency of 7" allele and C7 genotype of this polymorphism supports its role
as a genetic susceptibility marker for MI in this population. In fact, increased levels of



MMP9 in atherosclerotic plaques of coronary arteries have been reported (Pasterkamp
et al.,2000).

The polymorphic sites were selected based on previous association studies in
cardiovascular diseases and their important role at the functional level. MMP-1 1G and
2G alleles differ in the insertion of one guanine nucleotide. The polymorphism site is
located in the position -1607 relative to the transcriptional start site of the gene. The
transcriptional activity of 2G allele is 20 times stronger than that of /G. Hence, carriers
of the former allele will overexpress MMP-1, which can lead to a diminished collection
of collagen. This is known to induce atherosclerosis (Ye, 2000).

As for 54 and 64 alleles of MMP-3 gene, they differ in a single adenine insertion and
include either five or six adenine nucleotides at -1612 in the promoter region. Both
homozygous and heterozygous carriers of 54 allele have a higher risk of CAD than 64
carriers, since the transcriptional activity of 54 allele is twice as active. (Liu et al.,
2005; Liu et al., 2003).

MMP-9 polymorphisms are caused by a single C/T base change at -1562 (promoter
region). Unlike C allele, 7" allele is associated with CAD, since it enhances gene
expression (Ye, 2000).

Roman-Garcia et al. evaluated three MMP-1 polymorphisms (rs11292517, rs1144393,
and rs514921) in 261 male patients with MI. They found no association of MI with
MMP-1 polymorphisms (Roman-Garcia et al., 2009). These results are in agreement
with our report, since we also found that the same gene (albeit a different variant) was
not associated with the disease.

In another report, Sakowicz ef al. analyzed seventeen polymorphisms in fifteen
candidate genes. Among them, MMP-3 -1612 54/6A4 (rs3025058) and MMP-9 -1562
(rs3918242) gene polymorphisms were examined in a cohort of 271 patients with MI
and 141 healthy controls in a white Caucasian population (Sakowicz et al., 2013). They
reported that MMP-3 -1612 54/6A4 (rs3025058) polymorphism was associated with
advanced stenosis in arterial vessels, whereas MMP-9 -1562 (rs3918242) T allele was
associated with hypertension and a higher risk of MI. In our report, we did not detect an
association of the -71612 54/6A4 (rs3025058) polymorphism in MMP-3 gene with the
disease. As for MMP-9 -1562 (rs3918242) polymorphism, their finding is in line with
our results: when a logistic ~ regression  analysis was performed to determine
the association of cardiovascular risk factors with the C7 + 77T genotypes of this
polymorphic site, we found an association only with MMP-9 -1562 (rs3918242).

In addition, Qintao et al. reported a case-control study, in which they examined nine
polymorphisms in MMP-1 gene in 438 healthy controls and 411 patients with CAD
from a Chinese Han population. Their analysis revealed a weak association between the
rs1799750 polymorphism and CAD, while we found no association with the same
polymorphism (Qintao et al., 2014). This discrepancy may be related to differences in
genetic background in the study population or in the selection of patients and healthy
controls. Further, Sewelam et al. studied the association of MMP-3 and MMP-9 gene
polymorphisms with MI in Egyptian population and reported the association of the
MMP-3 -1612 54/64 (rs3025058) and MMP-9 -1562 (rs3918242) CT + TT genotypes
with risk of developing MI. In our study, the same polymorphic sites were analyzed.
However, we only detected an association with CT + 7T genotypes of MMP-9 -1562



(rs3918242) polymorphism. The principal difference in both studies is the number of
patients included, and the number of polymorphisms analyzed. In their report, Sewelam
et al. included only 40 patients as compared to the 236 patients analyzed in our study.
We examined three polymorphisms in different MMP genes, whereas Sewelam e al.
analyzed only two polymorphisms (Sewelam et al., 2013). The association of MMP-1 -
1607 1G/2G (rs1799750) and MMP-3 -1612 5A4/6A4 (rs3025058) polymorphisms with
MI was not corroborated in a large study of a Caucasian population, and only the MAP-
9-1562 (rs3918242) was associated with MI (Horne ez al. 2007). This is congruent with
our results. Recently Nie et al., found that MMP-9 -1562 (rs3918242) T allele was
associated with a 1.5 fold increase of ischemic stroke risk in Chinese population (Nie ez
al., 2014). Importantly, this finding is in line with our results.

The main strength of this study is the use of a coronary calcium score via computed
tomography. This is a specific method to evaluate coronary calcium level, therefore was
the test employed to diagnose subclinical atherosclerosis. Indeed, control individuals
were selected if they had a coronary artery calcium level of zero (CAC=0). We only
selected patients where the MI etiology presented was atherosclerotic plaque disruption.
The reason is that the relevance of MMPs lies in the degradation of the extracellular
matrix of coronary plaque, including the thinning of the fibrous cap. These study
strength must be consider when comparing our findings with similar studies.

Study limitations need to be addressed. This study only included the analysis of one
polymorphism of each gene. Also, findings are based on a limited sample size. We thus
suggest interpreting them with caution.

In summary, our data suggest the association of functional polymorphism in the
promotor region of the MMP-9 gene with risk of developing MI in the Mexican Mestizo
population. Although, this is the largest study done in this population, our data is
preliminary due to the sample size. Consequently, additional studies in larger

populations will be required, to define the true genetic role of this polymorphisms in
MI.
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Table 1. Primer Sequences for MMP 1, MMP3 and MMP9 Polymorphisms.

Gene Polymorphisms Foward Primer (5’-3) Reverse Primer (5°-3°) Enzyme Size References
MMP1 -1607 1G/2G TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC Alul 2G 269pb Fanget al,
(rs1799750) 1G 241+28pb 2005
1G/2G  269+241+28pb
6A 129pb
MMP3 -1612 5A/6A GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA CTTCCTGGAATTTCACATCACTGCCACCACT syl 5A 97+32pb Fanget al,
(rs3025058) (Tth1111) SA/6A  129+97+32pb 2005.
CC  435pb
TT  188pb
MMP9 -1562 C/T GCCTGGCACATAGTAGGCCC CTTCCTAGCCAGCCGGCATC Pael CT  435+247+188pb Medley et
(rs3918242) (Sphl) al., 2004.




Table 2. Clinical baseline of the study groups.

Control group MI patients
(n=285) (n=236) g
value
Variable P25 Median P73 P25 Median P75
Age (years) 55 58 63 52 59 66 NS
Gender (n(%)) (n(%))
Male 134 (47%) 194 (82%) <0.001
Female 151 (53%) 42 (17.8%)
BMI (kg/m?) 26 28 308 | 25 27 29 | 0.002
Obese (%)
Yes 71 (24.9%) 37 (15.6%) 0.014
No 214 (75.1%) 199 (84.4%)
Type 2 diabetes mellitus (%)
Yes 37 (13%) 102 (43.2%) <0.001
No 248 (87%) 134 (56.8%)
Hypertension (%)
Yes 145 (50.9%) 171 (72.5%) <0.001
No 140 (49.1%) 65 (27.5%)
Dyslipidemia (%)
Yes 197 (69.1%) 150 (63.6%) NS
No 88 (30.9%) 86 (36.4%)
Smoking habits (%)
Yes 47 (16.5%) 160 (67.8%) <0.001
No 238 (83.5%) 76 (32.2%)
Use of alcohol (%)
Yes 144 (50.5%) 85 (36%) 0.001
No 141 (49.5%) 151 (64%)

Coronary angiography

No occluded vessels
One-vessel
Two-vessel
Three-vessel

Coronary calcification
Yes
No

14 (6.3%)
77 (32.6%)
72 (30.1%)
73 (30.9%)

23 (9.7%)
213 (90.3%)

BMI= body mass index




Table 3. Allele (af) and genotype frequencies (gf) of MMP-1 -1607, MMP-3 -1612 and
MMP- 9 -1562 polymorphisms in myocardial infarction patients and healthy controls.

Gene Controls (n= 285) MI (n=236) pC OR (95%CI)
SNP
Genotype n of n gf
MMP-1 - 1GIG 1 0.003 2 0.008
1607 1G2G 38 0.133 34 0.144 NS
(rs1799750) 2G2G 246 0.863 200 0.847
Allele n af n af
1G 40 0.070 38 0.080 NS
2G 530 0.929 434 0919
Genotype n gf n gf
6464 141 0.494 114 0.483
MMP-3 - 6454 121 0.424 105 0.444 NS
1612 5454 23 0.080 17 0.072
(rs3025058)
Allele n af n af
64 403 0.707 333 0.705 NS
54 167 0.292 139 0.294
Genotype n of n gf
cc 271 0.950 210 0.889 0.02 0.42(0.20-0.86)
CcT 14 0.049 26 0.110 0.02 2.40 (1.17-4.97)
MMP-9 - T 0 0.000 0 0.000
1562
(rs3918242) Allele n of n af
G 556 0.975 446 0.944 0.02 0.43 (0.21-0.87)
i 14 0.024 26 0.055 0.02 2.32 (1.15-4.73)

MI, Myocardial Infarction; SNP, single nucleotide polymorphism; rs, reference SNP; OR, odds
ratio; ClI, confidence intervals; pC, p-corrected; NS, not significant. Bold numbers indicate
significant associations.




IX. ANEXOS
ANEXO 2. Técnicas

ANEXO 2. Técnicas

EXTRACCION DE ADN

Se tomaron 5Sml de sangre periferica en tubos Vacutainer® con EDTA a los individuos incluidos en el
estudio con previo consentimiento informado, dichas muestras se centrifugaron a 3000 rpm/10min,
posteriormente se adicioné 20ml de TKM-1 + tritén, se mezcld empleando el equipo Orbitron Rotor 11
durante 8 min y se centrifug6 a 3000 rpm/10 min, el sobrenadante se desecho, y el sedimento se aforo a
15ml con TKM-1, nuevamente se centrifugd a 3000rpm/5 min y el sedimento se aforo a 12ml TKM-1,
finalmente se centrifugé a 2500rpm/5 min, se elimind el sobrenadante y se adicionaron 800ul de TKM-II,
se mezclo hasta homogenizar; esta mezcla se colocd en un nuevo tubo con 50 ul de SDS al 10% vy se
incub6 a 55°C/10 min, posteriormente se adicionaron 300ul de NaCL y se centrifugd a 1200rpm/ 5
min/12°C; se decantd y al sedimento se le adiciona 900pl de etanol al 70%, mezcla que fue centrifugada
a 14000rpm/ 5min/4°C, finalmente se elimino el etanol, y al sedimento se le adicionaron 150ul de TE,

mezcla que se incubo a 65°C/20 min, después de esto el ADN se almacend en refrigeracion.

CUANTIFICACION DE ADN

Una vez extraido el ADN se cuantifico empleando un espectrofotometro UV (NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000), en el cual se coloco una alicuota de 1.5 de ADN, las muestras se leyeron
a una longitud de onda de 260nm, se obtiene como resultado la concentracion y la pureza de la muestra
empleando el cociente A260/A280, y con base en la concentracion del ADN se prepararon alicuotas con
una concentracion de 10pg/mL de DNA, la integridad del ADN se verifico en geles de agarosa al 1.5%
tefiido con 0.5uL de bromuro de etidio, se colocé 1 puL del ADN extraido y 1puL de colorante en cada
pocillo y el gel se corrié a 65volts durante 45min, finalmente se observaron las bandas de ADN con luz

UV verificando la presencia de una sola banda de ADN.

PCR EN TIEMPO REAL

La PCR en tiempo real es rdpida, sensible, reproducible y su riesgo de contaminacion es poco, ya que la
generacion del amplicon se puede observar conforme a la amplificacion progresa, lo que elimina el
analisis post PCR, constituyendo esta caracteristica, la diferencia en términos de definicion entre PCR de
tiempo real y de punto final en la cual la generacion del producto de PCR no se detecta sino hasta que la

amplificacion se ha llevado a cabo y posteriormente el amplicon es visualizado en un gel de agarosa.
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La deteccion de la reaccion en tiempo real se lleva a cabo mediante la medicion de fluorescencia generada
en cada ciclo de amplificacién y detectada por el sistema Optico del equipo de PCR en tiempo real. La
cantidad de fluorescencia generada en cada ciclo es proporcional a la cantidad de producto de
amplificacion generado.

Analizando la cinética de amplificacion de la reaccion de PCR, podemos dividir el proceso de

amplificacion en tres fases: geométrica, lineal y estacionaria.

- Fase geométrica: Durante esta fase todos los reactivos de la reaccion se encuentran en abundancia;
en esta etapa la eficiencia de amplificacion bajo las condiciones experimentales es muy cercana al
100%, en esta fase de la cinética de amplificacion tiene un comportamiento 2" en donde a partir de
una molécula de DNA se generan 2 moléculas de DNA.

- Fase lineal: Los primers, dNTP’s y/o enzima comienzan a ser factores limitantes ademas de la
generacion de pirofosfato y decaimiento de la actividad enzimatica que afectan la eficiencia de
amplificacién de manera constante, por lo que no es posible llevar a cabo un ensayo cuantitativo
en esta parte.

- Fase estacionaria de la reaccion de PCR, en este punto se detienen la amplificacion, la cantidad de
producto obtenida es constante sin importar cuantos ciclos mas se prolongue la reaccion dados los

factores mencionados previamente.

Platean

e ay

Vaniable vield
Lag [N

Cvile 2

Fases de la reaccion de PCR.
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- -Sondas TagMan. Principio FRET.

Las caracteristicas que los agentes detectores o reporteros deben cumplir son: que la fluorescencia
generada sea directamente proporcional al nimero de copias obtenidas en cada ciclo de la PCR vy
segundo, que esta molécula fluorescente no inhiba la PCR o disminuya la eficiencia de amplificacion.
Una sonda tagman es un oligonucledtido cuya secuencia es complementaria a la region central del
amplicon. Tiene una secuencia de 13 a 18 nucledtidos que presenta en el extremo 5’ una marca
fluorescente (reportero) y en el extremo 3° un quencher o apagador de tal forma que cuando estas dos
moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia emitida por el reportero, es absorbida
por el apagador, por lo que la fluorescencia global observada es igual a cero, a este fenémeno se le conoce
como de Fluorescent Resonant Energy Transfer (por sus siglas en inglés FRET). Las sondas tagman
tienen una Tm mayor que los primers por lo que, durante la etapa de alineacion, la primera en unirse a su
secuencia especifica es la sonda y, posteriormente los primers, de tal forma que cuando la DNA
polimerasa se une al extremo 3’ del primer e inicia la elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y
la degrada dada su actividad exonucleasa 5* — 3°. Al ser degradada, libera al reportero del apagador lo que
suprime el fendmeno FRET y la fluorescencia emitida puede ser determinada por el sistema de deteccion

del ABI Prism 7300. Dado que la fluorescencia emitida es proporcional.

- -Preparacion de las placas de PCR para discriminacion alélica
La discriminacion alélica se hizo en el equipo ABI PRISM 7300 de Tiempo Real:

e Para la discriminacién alélica se diluy6 el DNA tanto de pacientes como de controles a una
concentracion de 10 ng/ul con agua libre de DNasas.

e En la placa de 96 pozos se colocd 2 pl del DNA (tanto de pacientes como de controles
respectivamente) ocupando sélo 92 pozos, ya que 2 pozos son para controles positivos y los
otros 2 para controles negativos.

* Ya que estaba lista la placa con el DNA se agregaron 6 pul del mix de amplificacion el cual

contenia los primers especificos para cada SNP de las MMPs a estudiar.
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Discriminacion alélica con el método Tagman

e Para la discriminacion alélica se utilizo un par de primers especificos para analizar la secuencia
que flanquea al SNP a estudiar y se empled una sonda que tiene unidos un fotocromo reportero
reporter y un fotocromo guencher. Cuando ambos fotocromos estan unidos a la sonda, el reporter
no emite seflal. Pero, cuando la sonda hibrida con la secuencia de interés (target) durante la
reaccion de PCR, la actividad exonucleasa 3' --> 5' de la Taq polimerasa separa al fotocromo
reporter del resto de la sonda, permitiendo la emision de una sefial fluorescente. Se monitorea la
sefial fluorescente reporter que se va acumulando en sucesivos ciclos de PCR.

e El laser del equipo de Tiempo Real leerd cada placa con los diferentes SNPs, y los datos

escaneados seran proporcionados por el sofware SDS 2.2 de la compaiiia Applied Biosystems.

PCR - RFLPs
Se realiz6 una PCR en punto final para amplificar las muestras de pacientes y controles de las MMP-1, 3
y 9 empleando un termociclador automatizado, (AppliedBiosystems, EE.UU.) con las condiciones

descritas a continuacion:

Cantidad Componentes

11ul Agua

2.5ul Buffer

4ul DNTPs

1.5pl primer forward [20pmol]
1.5pl primer reverse [20pmol]
1.5ul MgCl,

Tl DMSO

0.125pl Taq polimerasa

2ul ADN

Condiciones de la reaccion: Smin a 94°C, Imin a 66°C y 6min a 72°C, pc

ciclos.
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Secuencias de primers para determinacion de polimorfismos por RFLPs de MMP1, MMP3 y MMP9.

Gen Polimorfismo Foward Primer (5°-3) y Enzima Tamano Referencia
Reverse Primer (5’-3")
MMP1 -1607 1G/2G TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA Al 2G 269pb Fang y cols.,
(rs1799750) 1G 241+28pb 2005.
TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC 1G/2G  269+241+28pb
MMP3 -1612 5A/6A GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA Psyl 6A 129pb Fang y cols.,
(rs3025058) (7th1111) | 5A 97+32pb 2005.
CTTCCTGGAATTTCACATCACTGCCACCACT SA/6A  129+97+32pb
MMP9 -1562 C/T GCCTGGCACATAGTAGGCCC Pael CC  435pb Medley y cols.,
(rs3918242) (Sphl) TT  247+188pb 2004.
CTTCCTAGCCAGCCGGCATC CT  435+247+188pb

Una vez comprobada la presencia del amplificado se realizo la digestion enzimatica bajo las siguientes

condiciones:

Cantidad Componentes

8l Amplificado

jm Buffer

Tul Enzima de restriccion

Condiciones de la reaccion: 37°C por 16 horas

137




IX. ANEXOS
ANEXO 2. Técnicas

Andlisis por PCR-RFLP del polimorfismo -1607 1G/2G del gen de la MMP-1 en gel de agarosa al 4%.

Marcador
5 {00pb

Carril 1, 2, 3, 4: Genotipo 2G, 269 pb
Carril 5: Genotipo 1G, 241+28 pb
Marcador de peso molecular de 100pb.

Anélisis por PCR-RFLP del polimorfismo -1612 5A/6A del gen de la MMP-3 en gel de agarosa al 4%.

Marcador
100pb

Carril 1: Genotipo 6A, 129 pb

Carril 2 y 4: Genotipo 6A/5A, 129+97+32 pb
Carril 3: Genotipo SA, 97+32 pb

Marcador de peso molecular de 100pb.
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Anélisis por PCR-RFLP del polimorfismo -1562 C/T del gen de la MMP-9 en gel de agarosa al 4%.

Marcadors
100 pb

Carril 1 y 4: Genotipo CC, 435 pb
Carril 2: Genotipo TT, 247+188 pb
Carril 3: Genotipo CT, 435+247+188 pb
Marcador de peso molecular de 100pb.

Expresion

La expresion génica, tiene la habilidad para detectar y cuantificar el nivel de transcripcion de genes
especificos y esto ha sido central dentro del area de la investigacion.

Dentro de los métodos mas ampliamente utilizados para analisis y cuantificacion de secuencias de
transcritos son: northern blot, hibridacion in situ, ensayos de proteccion con RNAsas y RT-PCR
cuantitativa. La principalmente limitante de estos métodos excluyendo la RT-PCR es su baja sensibilidad,
el tiempo empleado y multiple manipulacion de las muestras ademas de ser métodos muy laboriosos. La
RT-PCR, es uno de los métodos mas sensibles y flexibles actualmente disponibles, y puede ser utilizada
para comparar niveles de mRNAs en muestras de distintas poblaciones, para caracterizar patrones de
expresion, discriminar entre mRNAs estrechamente relacionados. La especificidad, sensibilidad y
reproducibilidad son las caracteristicas mas importantes.

Con respecto a la RT-PCR y su aplicacion en ensayos de cuantificacién de RNA, existen los métodos
semicuantitativos y los cuantitativos.

- Semicuantitativo, en donde varias muestras de distintos intervalos de tiempo de la reaccion de RT-PCR

son analizadas en dot-blot por densitometria y comparadas entre si.
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- Cuantitativo, se encuentra:

La RT-PCR no competitiva, en la cual a la muestra de RNA antes de la amplificacion se le agrega una
cantidad conocida de RNA sintético, se llevan a cabo dos reacciones de amplificacion de RT-PCR en el
mismo tubo las cuales no compiten por secuencia ni primers.

La RT-PCR competitiva, el estdndar interno, comparte secuencia y sitio de reconocimiento de primers
con la secuencia blanco, dando lugar a un fenomeno de competencia durante la reaccion de PCR. Dado
que ambas secuencias son virtualmente idénticas, ambos amplicones se generan con la misma eficiencia y
pueden ser distinguidos por la incorporacion de sitios de restriccion enzimatica en el estandar afiadido.
Una serie de tubos que contiene el blanco, son mezclados con diluciones seriales de concentracion
conocida de estdndar interno. A mayor concentracion de estandar interno, mayor probabilidad que los
primers se unan y amplifiquen esta secuencia en lugar de la secuencia blanco. Una vez efectuada la
reaccion de RT-PCR, se evaltan los productos de amplificacion en un gel de agarosa con bromuro de
etidio. Sin embargo hay varios problemas con esta técnica cuyos resultados estan lejos de corresponder a
una cuantificacion absoluta.

La cuantificacion absoluta, determina el nimero exacto de moléculas de 4cido nucléico del blanco. Por
ejemplo: determinacion de carga viral, transgénicos y terapia génica.

En este trabajo se realizo la expresion por medio de la cuantificacion relativa, que es la comparacion
cuantitativa de una secuencia blanco, normalizado con referencia interna y comparada a un calibrador. Es
utilizada por ejemplo, para expresion génica y terapia de drogas.

Los resultados se expresan como un cambio en el nimero de veces que un RNAm se expresa en una
muestra con respecto al calibrador. Este cambio puede ser positivo o negativo, ya que el calibrador por

definicién siempre tiene un valor de 1 o bien de 100%.

Existen dos métodos para hacer cuantificacion relativa:
1. Con curva estandar

2. Meétodo Ct comparativo (Delta Ct)
Cualquiera de estos métodos, requiere del blanco para analizar. Uno de ellos es el blanco experimental,

mientras que el segundo es un gen de expresion constitutiva (se le conoce también como “housekeeping”

o enddgeno). Este gen constitutivo debe tener un patron de expresion constante en las condiciones
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experimentales que se estén analizando. Los mds comUnmente empleados son gliceraldehido 3 fosfato

deshidrogenada (GAPDH), f-Actina y RNA ribosomal (rRNA) entre otros.

- -Eficiencia de amplificacion en una reaccion de PCR

La eficiencia de amplificacion es la tasa a la cual se genera el amplicon, comunmente se expresa como un
valor de porcentaje. Si un amplicén particular duplica su cantidad durante la fase geométrica, de la
amplificacion, entonces ese ensayo tiene una eficiencia del 100%.

La pendiente de una curva estandar se emplea comiinmente para estimar la eficiencia de amplificacion en
un experimento de PCR en tiempo real. A partir de la dilucion serial de un stock de concentracion
conocida se realizo la amplificacion del gen de la Metaloproteasa especifica de matriz -2. Esta curva
estandar se presenta graficamente como la regresion semi logaritmica del valor de Ct promedio de cada
dilucion contra el logaritmo de la cantidad de RNA que aqui se utilizo.

La pendiente que resultd de esta grafica es la que se tomd en cuenta para estimar la eficiencia de la
amplificacion. Un valor de pendiente de -3.32 equivale a reaccion con 100% de eficiencia, valores mas
negativos que éste (ej. -3.9), indican una eficiencia menor al 100% lo que podria deberse a la presencia de
un inhibidor. Por otro lado pendientes mas positivas (ej. -2.5), pueden atribuirse a la calidad de la muestra
o bien a problemas de pipeteo. La estimacion precisa de la eficiencia de una reaccion de PCR depende de

un conjunto de variables: reactivos, preparacion experimental, calidad de la muestra, etc.

- -Eleccion del endogeno

Este gen sirve para normalizar entre las muestras analizadas de forma que los resultados obtenidos no
sean producto de diferencias en la cantidad inicial de muestra empleada en cada una de ellas. La eleccion
del gen enddgeno exige tres criterios a cubrir:

1. Uniformidad de os niveles de expresion del gen enddgeno. Este gen se va a emplear de forma
andloga a un control de carga, es necesario que sus niveles de expresion sea similar entre las
diferentes muestras de estudio. Es muy importante usar la misma cantidad de RNA para la
retrotranscripcion y de esto tomar el mismo volumen para cada reaccion de PCR.

2. Validacion de la eficiencia de amplificacion del blanco experimental y del gen enddgeno, para el
empleo del método de Ct comparativo. Para poder usar el método de Ct comparativo es necesario
asegurarse de que el gen enddgeno y el gen experimental tengan eficiencias de amplificacion

similares.
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3. Al hacer multiplex. Es necesario que, el nivel de expresion del gen enddgeno sea mayor que el del

gen blanco. Los primers del gen de control endogeno se coloquen a concentraciones limitantes.
Esto asegura que la amplificacion del otro blanco menos abundante, no se vea comprometida, por

los requerimientos del gen enddgeno.

- -Cuantificacion relativa de Expresion génica. Disefio experimental

En este estudio se eligio utilizar el Método de Ct comparativo (AACt), porque la ventaja de este método

es que no se requieren curvas estandar, lo que implica el ahorro de reactivos y de espacio dentro de la

placa de reaccion. Se requiere tomar en cuenta las siguientes recomendaciones:

Es necesario que el o los blancos junto con el control endégeno tengan eficiencias de
amplificacion del 100% (+ 10).

Es ideal hacer un proceso de validacién antes de empezar a cuantificar muestras reales, esta
validacion tiene la intencion de demostrar que los genes tienen entre si eficiencias de
amplificacion semejantes y por lo tanto comparables entre si.

Este método es particularmente til cuando se requiere cuantificar muchos blancos (genes) de
forma simultanea y/o cuando se van a analizar muchas muestras.

Este es el método ideal para validar resultados provenientes de microarreglos de RNA.

Este método proporciona resultados analogos a los que se obtienen con el método de curva

estandar.

ler Paso: Validacion

Se debe asegurar que el blanco o los blancos analizados y el enddgeno tengan eficiencias de

amplificacion similares. La validacion se hace a partir de una curva estandar que debe cumplir ciertos

lineamientos:

Debe incluir al menos 5 logaritmos de la cantidad de RNA inicial (ej. 100 ng a 10 pg) y en este
rango deben encontrarse los niveles de expresion de los genes analizados.

Se deben usar al menos 3 réplicas de cada punto de la dilucion.

Los blancos y el enddgeno deberan ser analizados en tubos separados.

Los primers y sondas deberan usarse a las concentraciones recomendadas: 900 nm para los

primers y 250 nm para las sondas.
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La curva estandar para evaluar la amplificacion fue con dilucion serial que para partir de una muestra de
concentracion conocida.

Los valores de Ct que se obtienen a partir de la amplificacion se grafican para formar una regresion semi
logaritmica coritra el logaritmo de las cantidades usadas para la construccion de la curva. Por lo tanto para
hacer la validacion se deben obtener tantas graficas o regresiones como blancos se estén evaluando.

La regresion debe cumplir dos parametros:

Valor de pendiente de -3.32 + 10%

Indice de correlacion (R?) = 0.99

El valor de la pendiente indica la eficiencia que presenta ese sistema (juego de primers y sonda). El
coeficiente de correlacion nos indica si el sistema muestra precision (reproducibilidad).
Para finalizar la validacion, los valores de Ct se van a usar para construir una grafica ACt.

ACt= Ct blanco — Ct enddgeno
Los valores de ACt obtenidos se grafican nuevamente contra los logaritmos de las cantidades de RNA. La
pendiente de esta recta puede usarse como un criterio general para aprobar la validacion. Este valor debe
ser de -0.1 a 0.1, para aprobarla.
El intervalo de concentraciones en la que se cumple esta pendiente indica el rango dinamico de trabajo, es
decir, las diferentes concentraciones de la muestra en que se pueden obtener resultados confiables.

2° Paso: Experimento con el método Ct comparativo (AACt)

Una vez que paso la validacion. Los valores de Ct que se obtuvieron se tratan de la siguiente forma: se

obtuvo un primer ACt al restar los valores de Ct del control enddgeno a los del blanco.
ACt= Ctblanco — Ct enddgeno

El segundo A se obtiene al restar ACt del calibrador o muestra de referencia al ACt de la muestra tratada
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- -Expresion génica en biopsias de arterias coronarias de pacientes con IAM

e La extraccion de RNA se llevd a cabo con TRIZOL por medio del kit de extraccion
PureLink micro-to-midi Total RNA Purification System. Cat. No. 12183-026 de
Invitrogen.

e La RT-PCR se realiz6 con la MasterAmp High Fidelity RT-PCR Kit. Epicentre
Biotechnologies. Cat. No. RF910100.

e Se utiliz6 como control el gen endogeno 18S.

e Después se determind la cuantificacidn relativa para la expresion génica por medio de PCR

en tiempo real.

Cinecorobariografia

La cinecoronariografia realizada a cada uno de los pacientes con infarto al miocardio es de gran
importancia porque es un procedimiento minimamente invasivo que se realiza con fines de diagndstico y
tratamiento de patologias tales como obstruccion de las arterias coronarias, enfermedades de las vélvulas
cardiacas y malformaciones del corazon, congénitas o adquiridas. Es una de las pruebas mas eficaces
para el diagndstico de enfermedad coronaria, mas de un millon son realizadas en el mundo por afio

(Harrison).

4 )
e X

ARTERIAS
CORONARIAS

CORONARIOGRAFIA
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Consiste en introducir catéteres especiales a las arterias coronarias para inyectar contraste dentro de ellas;
de esta forma podemos ver el interior de las arterias, y saber si presentan algiin grado de obstruccion. Las
puntas de catéteres de forma especial se colocan en la arteria coronaria izquierda y luego en la derecha, lo
mismo que cualquier injerto para la revascularizacion quirurgica, bajo control fluoroscépico. La
inyeccion manual de un medio de contraste radiografico permite la opacificacion de sus luces, y se
registran las imagenes a 15 cuadros por segundo en una imagen radiografica (cineangiografia). Cada
arteria coronaria suele visualizarse en varias proyecciones para permitir la valoracion del sitio y la
gravedad de cualquier estenosis con relacion a segmentos de datos "normales" adyacentes. Ademas de la
deteccion de estenosis de la arteria coronaria, la coronariografia ayuda a valorar la rapidez del flujo
coronario, la presion a la que se encuentra la sangre dentro de las cavidades cardiacas (las auriculas y los
ventriculos), el chorro del llenado capilar en el miocardio, las vias colaterales que irrigan territorios
miocérdicos abastecidos por un vaso ocluido, la presencia de anormalidades congénitas de la circulacion
coronaria.

También se indica coronariografia cuando los resultados de estudios cardioldgicos no invasivos son
anormales.

Por ejemplo:

o Electrocardiograma. Un registro grafico de la actividad eléctrica del corazén y la interpretacion de
sus ondas habitualmente orientan al cardidlogo a sospechar la enfermedad coronaria y a solicitar
una coronariografia.

o Ergometria. Es un electrocardiograma de esfuerzo (bicicleta o cinta deslizante) mide el
comportamiento del corazén durante el ejercicio. No olvidemos que habitualmente el dolor en el
pecho se produce en el esfuerzo y eso explica que frecuentemente el electrocardiograma de reposo
no de alteraciones y falle en el diagnostico.

« Ecocardiograma. Estudia las estructuras y funcién del corazon. La imagen en movimiento es
visualizada y evaluada en un TV donde el médico analiza el espesor de las paredes el tamafio y
funcion. La imagen también muestra la morfologia y estructura de las 4 vélvulas cardiacas,
mostrando si estan estrechadas o insuficientes. El Doppler puede evaluar la velocidad del flujo y
asi medir severidad de la estenosis o insuficiencia.

o Test de Stress Nuclear (Cémara Gamma).
Durante la realizacion de un ejercicio se inyecta una sustancia radioactiva inocua (talio) con

especiales propiedades como son emitir radiaciones que se fijan en el corazon y le permiten a una
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cadmara gamma crear imdagenes durante el reposo y ejercicio para descubrir 4reas de mala
circulacion coronaria (The Task Force on Heart Failure of the European Society of Cardiology.

Guidelines for the diagnosis of heart failure., 1995).

- -Preparacion de un paciente para la coronariografia.

- Ciertas medicaciones deben ser suspendidas (Sintrom desde 72 horas antes y las medicaciones de
la diabetes aun la insulina el dia del estudio) pero en general el resto de las medicaciones debe
seguir tomandolas el dia previo y el del estudio.

- El dia del estudio y al dia siguiente se le administran antibidticos,
previo al cateterismo se le realiza una historia clinica minuciosa averiguando los antecedentes mas
importantes de la enfermedad y los detalles de la misma examinandose todas las pruebas
realizadas hasta el momento.

- Es fundamental manifestarle al equipo médico si se tiene trastornos de la coagulacion o si es
alérgico al Yodo, pescado (cangrejo y langostinos) ¢ frutillas. El dia del estudio la enfermera y
fundamentalmente el médico le explicaran todos los detalles del procedimiento y lo alentaran a

preguntar sobre todas las dudas que tenga sobre el mismo.

- -Procedimiento:

Se lleva a cabo de la siguiente manera. En primer lugar se coloca un suero en el brazo para administrar
sedantes u otras medicaciones cardiologicas que fueran necesarias. También se colocan electrodos en el
cuerpo para controlar con un electrocardiograma permanente el corazén durante el cateterismo. El médico
utiliza habitualmente la zona de la ingle o el brazo o la mufieca para introducir por una arteria el catéter
en su camino al corazén. Previo a la introduccion del catéter la zona es limpiada con antisépticos, cubierta
con sabanas estériles y la zona anestesiada con anestesia local. Si el paciente es muy temeroso o ansioso
se la puede dormir fugazmente para que no sienta ninguna molestia. Cuando el catéter alcanza la Aorta
Toré4cica Ascendente y el nacimiento de las coronarias, el médico inyecta la sustancia de contraste iodada
opaca a los Rx dentro de las coronarias (angiografia, arteriografia, coronariografia) que le permite
visualizar su luz y diagnosticar si tienen obstrucciones y su grado de severidad. Las imagenes obtenidas
se graban en un CD o en cine de 35mm, para evaluarlas posteriormente con mas detencion y ademas para

guardarlas en un archivo.
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Una vez obtenidas las imagenes se retira el catéter, se comprime la zona para obtener el cierre por
coagulacion del orificio creado a la arteria por el catéter, se deja por varias horas al paciente en reposo
para evitar sangrado en la zona de introduccion del catéter y posteriormente se da el alta (The Task Force
on Heart Failure of the European Society of Cardiology. Guidelines for the diagnosis of heart failure.,
1995).

El cateterismo cardiaco consiste en introducir unos catéteres a través de las arterias del cuerpo para llegar

al corazon.
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