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A. RESUMEN

La cardiopatia isquémica es la principal causa de mortalidad en el mundo, los
factores de riesgo convencionales no explican por completo la presencia del
infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST. Dentro de las causas
predisponentes para cardiopatia isquémica se tienen a los factores genéticos y
dentro de ellos los polimorfismos. Las metaloproteasas de matriz son enzimas que
degradan los componentes de la matriz extracelular para el mantenimiento de la
homeostasis vascular; los polimorfismos MMP1-1607 (6A/5A) y MMP3-1171
(2G/1G) se ha asociado con el incremento de las concentraciones plasméaticas de
la MMP1 y MMP3, respectivamente, y por tanto en la ruptura de la placa
aterosclerotica.

OBJETIVOS: En el presente estudio, se evalud la posible asociacion entre los
polimorfismos ubicados en la MMP1 y MMP3 con el desarrollo de IAM con
elevacion del segmento ST, en poblacién mexicana.

MATERIALES Y METODOS: Se analizaron los polimorfismos de las
metaloproteasas 1 y 3 por medio de la técnica PCR-RFLP en 251 pacientes con
diagnostico de IAM por ruptura de placa aterosclerética (209 hombres y 42
mujeres) admitidos al departamento de urgencias y unidad coronaria del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” y 285 sujetos aparentemente sanos,
gue constituyeron el grupo de comparacion (134 hombres y 151 mujeres).

RESULTADOS: En los polimorfismos estudiados no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la distribucion genotipica entre ambos grupos,
posteriormente se realiz6 el analisis de riesgo estimado por medio de cuatro
modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo y heterocigoto), sin
embargo, no se obtuvieron valores significativos en ningin modelo de herencia,
por tanto, no se pudo llevar a cabo un andlisis considerando las variables clinico-
demogréaficas.

CONCLUSION: Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que estas
variantes genéticas (MMP1-1607 y MMP3-1171) no se asocian al padecimiento
de infarto al miocardio por ruptura de placa aterosclerdtica en la poblacion
mexicana.




B. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbilidad y

mortalidad en casi dos terceras partes de la poblacion mundial. Cada afio, mueren
alrededor de 17 millones de personas por enfermedad cardiovascular y se estima
que cada 4 segundos ocurre un evento coronario y cada 5 segundos un evento
vascular cerebral®?.

En México al igual que en otros paises emergentes y en la mayoria de los paises
desarrollados la prevalencia de las enfermedades cronicas no transmisibles, tales
como hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, obesidad y
aterosclerosis, entre otras, han demostrado un crecimiento exponencial en las
Gltimas dos décadas, llegando a superar la prevalencia de las enfermedades
transmisibles en el adulto sin excluir a los adolescentes y a la poblacién infantil. A
esta transformacion se ha aplicado el término de transicion epidemiolégica; en
paises como México, la transicion epidemiolégica genera un doble problema de
salud publica y un grave problema social, ademas de un descontrol de los
sistemas de salud que se ven enfrentados al impacto econémico-social®.

Las enfermedades cardiovasculares tienen una etiologia multifactorial con
participacion de factores genéticos y ambientales, por lo que la identificacién de
genes de susceptibilidad tiene relevancia para el desarrollo de nuevos
tratamientos y la prediccion del riesgo de enfermedad. Asi, la estrategia ha sido
analizar los polimorfismos presentes en genes candidatos que codifican para

proteinas importantes en el sistema homeostatico encargado de mantener el buen

funcionamiento del sistema cardiovascular®.




En la actualidad, muchos estudios se enfocan en conocer el papel que
desempeian las Metaloproteasas de Matriz (MMPs) en aquellas enfermedades en
las que la pérdida de la estructuracion de la Matriz Extracelular (MEC) es una
caracteristica. Reportes previos, sugieren que las MMPs estan implicadas en la
destruccion del tejido conectivo previo a la ruptura de la placa y el fenébmeno
aterotrombotico.

Las MMPs 1 y 3 son proteinas relevantes en la patogénesis del Infarto al
Miocardio (IM) ya que degradan la matriz extracelular debilitando las arterias e
interfieren en la biomecanica de la capa fibrosa, la degradacion excesiva de estas
fibras de coldgeno es reconocido como un mecanismo importante para la ruptura
de la placa aterosclerética®®.

Se sabe que polimorfismos ubicados en las regiones promotoras de los genes que
codifican para las MMPs estan relacionados con los niveles de expresion de estas
moléculas, por tanto, el estudio de estos polimorfismos puede contribuir a
identificar individuos susceptibles para padecer IM. A futuro sera muy importante
para definir su papel en el desarrollo de este padecimiento en la poblacién

mexicana y asi permitir tratamientos mejor dirigidos.




C. MARCO TEORICO

C.1 Cardiopatia isquémica e infarto al miocardio

La cardiopatia isquémica es la principal causa de muerte a nivel mundial,
representando el 11.2% de las defunciones, Figura 1(”; dicha enfermedad consiste
en una serie de procesos fisiopatolégicos que tienen como punto final la pérdida
de la relacion aporte-demanda de oxigeno y demas nutrientes dispensables para
el metabolismo de la célula cardiaca. En México, la cardiopatia isquémica ocupa el
tercer lugar con el 12% de las defunciones, solo siendo antecedida por la diabetes

mellitus y los tumores malignos, Figura 2.
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Figura 1. Las 10 principales causas de muerte en el mundo. Traducida de
The 10 leading causes of death in the world, 2000 and 2011
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Figura 2. Principales causas de muerte en México. Fuente INEGI, 2011

La principal manifestacion de la cardiopatia isquémica es el Sindrome Coronario
Agudo (SCA) que a su vez se subdivide en Infarto Agudo al Miocardio Con
Elevacion del Segmento ST (IAM CEST) y en Sindrome Coronario Agudo sin
Elevacion del Segmento ST donde se incluyen el Infarto Agudo al Miocardio Sin
Elevacién del Segmento ST (IAM SEST) y angina inestable®?.

El IM es un trastorno multifactorial y poligénico complejo, el cual resulta de la
interaccién entre la composicion genética de una persona y diversos factores

ambientales?.

El Infarto Agudo al Miocardio (IAM) se caracteriza por dolor
toracico (tipico o atipico) sugestivo de isquemia o equivalente isquémico, en
reposo o ejercicio, mayor de 20 minutos, asociado a disnea y actividad simpatico-

adrenérgica; se define en relacion a caracteristicas clinicas, electrocardiograficas,




bioguimicas y patoldgicas (Cuadro I). La Organizacion Mundial de la Salud sobre
la base de estudios de prevalencia, definié el IAM mediante la presencia de por lo
menos dos de los siguientes criterios: 1) dolor tordcico sugestivo de isquemia
tipico o atipico, 2) elevacion de marcadores de macro necrosis, 3) cambios ECG

caracteristicos con presencia de ondas Q patolégicas™?.

Cuadro |. Diferentes aspectos en la definicion del infarto agudo de
miocardio. Tomada de Guias clinicas para el manejo del infarto agudo del
miocardio con elevacion del segmento ST 2.

Patologia: Muerte celular miocardica
Clinica: Sintomas isquémicos
Bioquimica: Biomarcadores de muerte celular en estudios de sangre

Electrocardiograma:  Evidencia de isquemia miocardica (cambios del
segmento ST).
Evidencia de tejido con pérdida de actividad eléctrica

(ondas Q)
Alteraciones Reduccidn o pérdida de perfusidn tisular.
funcionales: Anormalidades en la contractilidad parietal del corazén.

Con base en la ultima definicion del infarto, éste se clasifica en funcién de sus

diferencias patolégicas, clinicas y pronésticas quedando de la siguiente manera®®:

e Tipo 1: IM espontaneo relacionado a isquemia, debido a la ruptura de placa
aterosclergtica o ulceracion, erosion o diseccibn con la subsecuente
trombosis.

e Tipo 2: IM secundario a isquemia, debido a un desequilibrio entre el aporte
y la demanda de oxigeno, por ejemplo: disfuncion endotelial, espasmo
coronario, embolismo, arritmias, anemia, insuficiencia respiratoria,

hipotensién o hipertension.




e Tipo 3: Muerte cardiaca subita, después de sintomas sugestivos de
isquemia miocardica acompafada de cambios ECG presumibles de
isquemia o bloqueo de rama izquierda de novo, sin ser posible la toma de
muestra de sangre para la medicion de biomarcadores cardiacos o si se
tomaron no hubo elevacion de los mismos por el tiempo transcurrido del
evento.

e Tipo 4a: IM relacionado con intervencidn percutanea coronaria.

e Tipo 4b: IM asociado con trombosis del stent, detectado por angiografia
coronaria o autopsia.

e Tipo 5: IM relacionado a cirugia de revascularizacion coronaria.

Los factores de riesgo en la aparicion de un IM se fundamentan en la enfermedad
aterosclerética, e incluyen?¥:

- Hipertensién arterial.

- Edad (varones mayores de 40 afios, mujeres post menopadusicas).
- Género masculino.

- Tabaquismo.

- Hipercolesterolemia.

- Homocisteinemia.

- Diabetes mellitus.

- Obesidad.

- Estrés.
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Se ha demostrado que dichos factores producen disfuncién endotelial al bloquear
la sintasa del 6xido nitrico endotelial y al activar el estrés oxidativo lo que reduce la
produccion de o6xido nitrico; por tanto provocan vasoconstriccion coronaria,
favoreciendo la adhesién de macrofagos a la pared endotelial y la trombosis
intrarterial, por lo cual, participan en la génesis de los sindromes isquémicos
agudos™. Sin embargo, el 8% de los pacientes que han sufrido un IAM, no
presentan los factores de riesgo mencionados anteriormente; esto indica que
existen otros factores implicados en el proceso aterogénico e IM. En los ultimos
aflos se han observado avances importantes en el conocimiento de la genética
molecular y junto con los avances tecnolégicos en el andlisis de variantes
genéticas (estudios andlisis de ligamiento y analisis de asociacion del genoma
completo) han ayudado a entender la genética de la aterosclerosis, y aunque han
implicado varios loci y genes candidatos en la predisposicion a la enfermedad
cardiaca coronaria, IM 0 en ambos, los genes que contribuyen a la susceptibilidad

genética a estas enfermedades aln no se han identificado por completo®¢8),

C.1.1 Fisiopatologia

En mas del 85% de los casos, el principal mecanismo fisiopatogénico es la
obstruccion del flujo coronario desencadenado por la ruptura de una placa
asociada a inflamacion, trombosis aguda (aterotrombosis), vasoconstriccion vy
microembolizacion ocasionando la disminucion de la perfusion miocardica. Sin
embargo, la enfermedad que subyace tras el IM es, de forma casi invariable, la

aterosclerosis coronaria®®2%.

11




La formacion de la placa ateroesclerética se origina en zonas donde existe una
disfuncion endotelial que facilita la infiltracion de LDL al espacio subendotelial,
interaccionando con proteinas de la MEC y sufren procesos de modificacion.
Primeramente se originan LDL minimamente modificadas (LDLmm) vy
posteriormente LDL con mayor grado de oxidacion (LDLox). Las LDLox alteran la
produccion de oOxido nitrico (ON) y con ello perturban todas las funciones
protectoras de éste sobre la pared vascular. Posteriormente, los monocitos se
adhieren al endotelio activado que sobrexpresa ICAM-1 y VCAM-1, los cuales son
atraidos por las LDLox retenidas en la pared y por la produccion incrementada de
la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), los monocitos penetran en la
pared y son activados a macrofagos, proceso en el que también intervienen las
LDLox; los macréfagos captan las LDL modificadas y se transforman en células
espumosas. Por otro lado, las células musculares lisas (CML) de la media son
activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados en las lesiones y se
transforman a un fenotipo sintético, migran a la intima atraidas por factores
quimio-atrayentes y proliferan contribuyendo a la evolucion de las lesiones

ateroscleréticas, Figura 33122,

Tipicamente, dos morfologias de placas ateroscleréticas son asociadas con
eventos coronarios agudos: ruptura de placa y erosion de placa. En menores
casos (2-7%) son atribuibles a una tercera morfologia denominada nédulo

calcificado, Figura 4?%2%,
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Figura 3. Esquema de los mecanismos celulares y moleculares que dan origen al inicio y
progresion de las lesiones ateroscleréticas. Tomada de Martinez y cols., 2001%?

Figura 4. Microanatomia de trombosis arterial coronaria. A) La ruptura de
capa fibrosa causas alrededor de dos tercios y tres cuartas partes de las trombosis
coronarias. B) La erosién superficial se produce en una quinta o una cuarta parte de
todos los casos de trombosis coronarias. Tomada de Libby, 20082,

El proceso que conlleva al IAM se inicia cuando la placa aterosclerética sufre

ruptura o erosion con la consiguiente exposicion del material subyacente
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constituido por lipidos, células inflamatorias tipo linfocitos, monocitos, macrofagos
y células musculares lisas que son activadas a través de mediadores del tipo:
tromboxano A2, ADP, Factor Activador de Plaquetas (FAP), trombina, factor
tisular, radicales libres; lo que lleva a la activacion del proceso de coagulacién con
adhesiéon y agregacion de plaquetas y generacion de un trombo oclusivo con
fibrina y abundantes glébulos rojos, con lo cual se provoca la isquemia. La
estabilidad de la placa ateromatosa depende del aumento en la actividad de las
enzimas hidroliticas producidas por los macréfagos que van degradando la matriz
celular, y de la inhibiciébn en la produccion de colageno por parte de las células
musculares lisas inducidas por IFN-y o de la induccién de su muerte celular por
apoptosis, ya que estos acontecimientos pueden debilitar la capa fibrosa del
ateroma, haciéndola mas fragil y propensa a una ruptura, de manera que cualquier
fuerza mecéanica puede fragmentarla con la consiguiente formacion de un
trombo™®*?4).

Por otra parte, un aumento en el volumen de la placa ateromatosa y la
consecuente disminucion de la luz arterial, llega incluso a ocluir la arteria por
completo generando isquemia; la disminuciéon abrupta del flujo coronario
condicionard micro o macronecrosis si no se activa la lisis enddégena o se
establece un abordaje de reperfusion terapéutico efectivo?2>.

Una caracteristica clave, en el desarrollo del IM es la pérdida de la estructura de la
MEC, la cual se encarga del mantenimiento y la integridad del sistema
cardiovascular. En condiciones normales las fibras de elastina y colageno resisten

la perdida de estructura espontanea y pueden degradarse por las MMPs o, de

forma indirecta, por los activadores del plasmindégeno. La pared del vaso, que
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comprende células endoteliales, células musculares lisas y la MEC, es muy
sensible a diversos estimulos, incluidas las fuerzas mecénicas y factores neuro-
humorales. Las células musculares lisas detectaran cualquier cambio que pueda
dar lugar a la modificacién y remodelacién de MEC en la pared del vaso®®?”; en la
Figura 5, se resumen las manifestaciones clinicas y el manejo de la aterosclesis

coronaria dependiendo del tipo de lesion.

Manifestacion
clinica

Tipo de lesion Manejo

Terapialocal/
Revascularizacion

¢ ACTP

Estendtica Isquemia e Stent

¢ Bypass
coronario

Terapia sistémica

¢ Modificacion del
estilo de vida

e Terapia
fammacologica

Figura 5. Esquema simplificado de la diversidad de las lesiones en la aterosclerosis coronaria.

Las lesiones estendticas tienden a tener pequefios nicleos lipidicos, mayor fibrosis y calcificacion, capa
fibrosa gruesa y la ampliacion menos compensatoria. Las lesiones no estenéticas generalmente superan
en nimero a las placas estendticas y tienden a tener grandes nulcleos lipidicos y capa fibrosa fina
susceptible a ruptura y a trombosis. Debido a que ambos tipos de lesiones suelen coexistir en
determinado individuo, el manejo éptimo a menudo requiere tanto la revascularizacion y la terapia
sistémica.m,)ACTP indica la Angioplastia Coronaria Transluminal Percutdnea. Traducida de Libby y
col.,2005*".

C.2 Matriz extracelular (MEC)

La MEC es un complejo reticulo de proteinas e hidratos de carbono, cuyos

componentes son secretados por las mismas células del tejido, la cual crea un
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ambiente especial en los espacios entre las células, contribuye a unir las células
para formar los tejidos y es sitio de reserva de las hormonas que controlan el
crecimiento y la diferenciacion celular. También proporciona el armazon a través
del cual se pueden desplazar las células, en particular durante los estadios
iniciales de la diferenciacion®®,

Las MEC de los distintos tejidos estdn formadas por una gran cantidad de
componentes en comun, que se clasifican en tres grandes grupos: 1)
proteoglicanos y glucosaminoglicanos, 2) proteinas estructurales (colageno fibroso
y elastina), y 3) proteinas de adhesion (fibronectina y laminina). Sin embargo, la
composicion exacta de la matriz varia en los distintos tejidos, lo cual refleja la
funcion especializada de cada uno. La interaccién de la célula con la MEC
desencadena cascadas de sefializacion que promueven la diferenciacion,
migracion y movilizacion celular esenciales para el mantenimiento de la
homeostasis %),

En la MEC cardiovascular el colageno tipo |, colageno tipo lll y la elastina son los
componentes que predominan, éstos se sintetizan y se regulan por las células
vasculares; estan dispuestos en una malla entrelazada para proporcionar las
propiedades estructurales y mecéanicas para las funciones de los vasos. El
colageno tipo | se ha considerado en la contribucion de la rigidez vascular,
proporcionando resistencia a la traccion, mientras que el tipo Ill contribuye a la
extensibilidad del vaso. En las placas aterosclerdticas, el colageno I, Il y la
elastina estan presentes conjuntamente, sosteniendo la integridad de las capas

fibrosas, por tanto, la remodelacion de la MEC es un paso importante en la

patogénesis de enfermedades vasculares®?.
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Los componentes de la MEC requieren de una familia de proteasas denominadas
Metaloproteasas de Matriz (MMPs) para el mantenimiento de la homeostasis
vascular, cuya mision es degradar las proteinas integrantes de la MEC en su
medio ambiente y activar factores de crecimiento, receptores de superficie y

moléculas de adhesién®®3Y,

C.3 Metaloproteasas de matriz (MMPs)

Las MMPs constituyen una familia de enzimas proteoliticas (endopeptidasas),
producidas por diversos tipos celulares, que degradan numerosos componentes
de la MEC, asi como otras proteinas no relacionadas; muchas de las cuales se
han caracterizado en células de los vasos sanguineos®?.

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 MEC, teniendo influencia en
muchos procesos importantes, pertenecen a la familia de las metalopeptidasas
conocida como “metzininas”, ya que su sitio activo contiene un ién zinc (Zn*); y
aunque poseen una similitud estructural en la secuencia de aminoacidos, un gen
diferente controla cada una de ellas. Se clasifican en subgrupos basados en su
funcionalidad, estructura y dependiendo del sustrato que son capaces de degradar
en: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, MMPs tipo membrana y otras,
Cuadro 113339,

Las MMPs intervienen en la mayoria de los procesos fisioldgicos que requieren la

remodelacion de la MEC vy tienen un papel bien definido en procesos celulares
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diversos como la proliferacion y la apoptosis. Ademas de esta funcion reparadora
y de remodelacién (reabsorcion ésea, recambio endometrial, entre otras), la
presencia de niveles elevados de algunas MMP se ha asociado a la destruccion
tisular en una amplia variedad de procesos patoldgicos como diseminacién de
metastasis tumorales, artritis, formacion de aneurismas, aterosclerosis, entre
otras®>?"),

Todas las MMPs tienen en su estructura tres regiones o dominios diferentes: 1) el
dominio propéptido (prodominio), 2) el dominio catalitico y 3) el extremo
carboxi(C)-terminal, cada uno de ellos con una funcién especifica (las cuales se

mencionan mas adelante).

Las principales caracteristicas de las MMPs son®839:

e Se sintetizan como proenzimas inactivas (zimégenos) que pueden
almacenarse en los granulos de las células inflamatorias, aunque la
mayoria se secretan 0 se encuentran ancladas a la superficie celular o a
otras proteinas de membrana o de la MEC.

e Requieren activacion enziméatica para llevar a cabo su accién proteolitica.

e El sitio activo (catalitico) contiene zinc y precisa un segundo cofactor como
el calcio (Ca?").

e Su actividad enzimatica es 6ptima a pH fisiologico.

e Su accion proteolitica es regulada por la presencia de los Inhibidores
Tisulares de las Metaloproteasas (TIMPs) y, en menor medida, por la as-

macroglobulina plasmatica.
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Cuadro Il. Caracteristicas y especificidad de las principales metaloproteasas (MMP)

MMP (tipo)

Colagenasas
MMP-1

MMP-8
MMP-13

Gelatinasas
MMP-2

MMP-9

Estromalisinas
MMP-3

MMP-10

MMP-11

Tipo membrana
MMP-14

MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25

Otras
MMP-7

MMP-12

MMP-20
MMP-23A
MMP-23B
MMP-26
MMP-27

MMP-28

Denominacién

Colagenasa-1
Colagenasa-2

Colagenasa 3

Gelatinasa A

Gelatinasa B

Estromalisina-1

Estromalisina-2

Estromalisina-3

MT1-MMP

MT2-MMP
MT3-MMP
MT4-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

Matrilisina

Metaloelastasa

Enamelisina
MMP-21
MMP-22
Matrilisina 2
ND

Epilisina

Sustrato MEC

Coléagenos I, 11, 111, VII, VIl y X, gelatina,
proteoglicanos, tenascina, entactina
Colagenos I, 11, 111, V, VIl y X, gelatina,
agrecan

Colagenos I, 11, HI, 1V, IX, X y X1V, gelatina,

tenascina, fibronectina, agrecan, osteonectina

Colagenos I, IV, V, VII, X, Xl 'y X1V, gelatina,
elastina, fibronectina, laminina, agrecan,
versican, osteonectina, proteoglicanos

Colagenos I1V,V, VII, X, X1V, gelatina,
elastina, agrecan, versican, proteoglicanos,
osteonectina

Coléagenos IlI, 1V, V y IX, gelatina, agrecan,
versican, proteoglicanos, tenascina,
fibronectina, laminina, osteonectina

Coléagenos I, 1V, V, gelatina, caseina,
agrecan, elastina, proteoglicanos
Caseina, laminina, fibronectina, gelatina,
colageno 1V, transferrina

Colagenos I, 11 y 111, caseina, elastina,
fibronectina, vitronectina, tenascina,
proteoglicanos, laminina,

entactina

Tenascina, fibronectina, laminina
Coléageno Il gelatina, caseina, fibronectina
ND

ND

ND

Colagenos IV y X, gelatina, agrecan,
proteoglicanos, fibronectina, laminina,
entactina, tenascina, caseina transferrina,
integrina b4, osteonectina,

elastina

Colageno 1V, gelatina, elastina, caseina,
laminina, proteoglicanos, fibronectina,
vitronectina, entactina

Amelogenina

ND

ND

Colageno 1V, fibrindgeno, fibronectina, caseina
ND

Caseina

Sustrato no MEC

al-AT, IL-1B, pro-TNF,
IGFBP-3, MMP-2, MMP-9
al-AT, a2-AP, fibronectina

MMP-9, PAI-2

IL-1B, al-Pl, MMP-1, MMP-9,

MMP-13

al-AT, IL-1p, plasminogeno

al-AT, ATIII, ovostatina, IL-1B,

amiloide A, IGFB-3,
fibrindgeno, plasmindgeno,
MMP-1, MMP-7, MMP-8,
MMP-13

MMP-1, MMP-8

ol-AT, caseina, IGFB-1

al-AT, MMP-2, MMP-13

MMP-2
MMP-2
MMP-2
MMP-2
MMP-2

MMP-1, MMP-2, MMP-9,
plasmindgeno, al-AT

al-AT, fibrindgeno y fibrina,
plasmindgeno, mielina

ND
ND
ND
MMP-9
ND

ND

MEC: matriz extracelular; al-AT: a-1-antitripsina; ATIII: antitrombina; IGFB: factor de crecimiento similar a la insulina;

PAI: inhibidor del activador del plasminégeno; ND: no determinado. Tomada de Paramo y cols., 2007¢2,
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La mayoria de las MMPs presentan un rol central en la embriogénesis y en
procesos fisioldgicos normales como: eventos reproductivos, remodelacion tisular,
cicatrizacién de heridas, angiogénesis, proliferacién y motilidad celular®®. La
actividad de las MMPs esta regulada intra y extracelularmente en 3 ambitos:
transcripcional, post-transcripcional y a través de interaccion con inhibidores
especificos®?.

Hay evidencia de que las MMPs estan involucradas en todas las fases del proceso
aterosclerotico, desde la lesion inicial hasta la trombosis, debido a las alteraciones
en la homeostasis de la MEC. El espectro de las MMPs en la aterosclerosis esta
condicionado por el tipo celular predominante, los factores solubles y la interaccion

células-MEC®?,

C.3.1 Papel de las MMPs en aterosclerosis

Existe evidencia de que alteraciones en la homeostasis de la MEC, como
secuencia de cambios en la sintesis, en la degradacién, o en ambas, se han

asociado con enfermedades vasculares®®.

La aterosclerosis se define como una enfermedad vascular de evolucion crénica,
dinamica y evolutiva que aparece por el concurso de tres factores principales:
disfuncion endotelial, inflamacion y trombosis. Se caracteriza por la oclusion
progresiva de las arterias por placas de ateroma que pueden llegar a producir
insuficiencia arterial cronica (angina de pecho, isquemia cerebral transitoria o

angina mesenteérica) o bien déficit agudo de la circulacion por trombosis oclusiva
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(infarto al miocardio, cerebral o mesentérica)™®. La progresién gradual desde la
acumulacion de colesterol a la complicacion por la inestabilidad de la placa es
fuertemente asociada con la remodelacién de la MEC®?.,

La degradacion de la MEC por accion de las MMPs promueve la migracion y
proliferacion celular y el desarrollo de la placa; durante las fases iniciales, el
remodelado de la MEC representa un mecanismo compensador que evita la
estenosis arterial y, en fases tardias del proceso aterosclerético la degradacion de
la capa fibrosa o la erosion endotelial mediada por MMPs favorece la ruptura y la
desestabilizacion, y promueve la trombosis. La participacion de las MMPs se
considera clave en este proceso®4Y,

El proceso aterogénico cursa con la modificacion sistémica del contenido de la
MEC debido a la activacion de las células endoteliales y monocitos en respuesta a
diversas citocinas proinflamatorias, como el TNF-a y las interleucinas, asi como
las LDLox, aumentando asi la expresion de MMPs. De igual forma en respuesta a
estos estimulos, las células del muasculo liso migran hacia la capa media de la
pared del vaso donde se dividen y sintetizan MEC, contribuyendo con la
acumulacion de estria grasa®®4?.

La posible interaccion entre la placa aterosclerética y el proceso inmune, puede
ser la causa de la inestabilidad de la capa fibrosa debido a la disminucién de
colageno tipo lll, ya que éste ayuda en la regulacion de la fibrilogénesis del
colageno tipo I; la formacion anormal de las fibrillas causa una disminucion en la
cantidad de fibras de colageno maduros, que afecta directamente a las
propiedades mecanicas de las paredes arteriales y desestabiliza la capa

fibrosa®0:32:42),
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Si bien, a escala vascular, existen evidencias de una estrecha asociacion entre las
MMPs y la vulnerabilidad de la placa, hay mas controversia con los resultados
observados en la clinica. Diversos estudios han demostrado que los polimorfismos
de los genes que codifican para las MMPs se vinculan con la propension para

padecer ateroesclerosis y enfermedades relacionadas*264344),

C.4 Metaloproteasa de matriz-1/Colagenasa intersticial

Fue descubierta en 1962, cuando Gross y Lapiere®® intentaban establecer la
manera en que un renacuajo perdia su cola durante la metamorfosis y observaron
la capacidad enzimatica de ésta para degradar el colageno a pH neutro; el término
colagenasa intersticial fue inicialmente usado para describirla, ya que escinde
colagenos intersticiales (tipo I, 1l y Ill). La colagenasa fibroblastica humana fue la
primera colagenasa vertebral en ser purificada hasta la homogeneidad como una

proteina y en ser clonada®®*”

, por tanto, de igual forma se le ha nombrado
colagenasa vertebral, colagenasa mamifera o colagenasa fibroblastica y mas
recientemente se le ha nombrado colagenasa-1 para distinguirla de otros
miembros de la familia matrixina que escinden colagenos intersticiales. Con el fin
de evitar ambigiedad, el mejor nombre para describirla es metaloproteasa de
matriz-1 (MMP1)“849),

La MMP1 es ampliamente distribuida en el organismo ya que es producida por

multiples células como son: fibroblastos, keratinocitos, células endoteliales,

macréfagos, hepatocitos, condrocitos y osteosblastos®?.
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C.4.1 Estructura

La MMP1 humana es una preproenzima de 469 aminodcidos formada por un
predominio (19 aminoacidos), un dominio pro-péptido (80 aminoacidos), un
dominio catalitico (162 aminoé&cidos), un péptido de union (16 aminoacidos) y el

dominio hemopexina (192 aminoacidos)“?, tal como se muestra en la Figura 6.

l_
SRl o Touicc oo il renoroim
5 5

Figura 6. Estructura de la MMP1 y MMP3. Pre, secuencia sefializadora o predominio; Pro, propéptido
con un zinc libre que se une al tiol (SH);Zn*?, sitio catalitico de unién al Zn; H, péptido de unién o regién
bisagra. EI dominio hemopexina contiene cuatro repeticiones con un enlace disulfuro entre la primeray la
Gltima. Tomada de Cascales y col., 2010%?.

La secuencia sefializadora N-terminal o predominio posee una sefial rica en
aminoacidos hidrofébicos que destinan la sintesis polipeptidica al reticulo
endoplasmico, lugar donde es removida durante la transportacion de la molécula
hacia el exterior de la célula. El dominio pro-péptido es responsable de mantener
la proenzima inactiva, presenta una cisteina localizada en una secuencia
conservada, opuesta al atomo de zinc del sitio activo y es coordinado a €l a través
de un grupo tiol (-SH). El dominio catalitico contiene la region conservada de unién
al zinc; indica la especificidad del sitio de rotura mediante huecos de especificidad
gue se unen a residuos de aminoacidos adyacentes. El dominio catalitico esta
conectado por un péptido de union a un dominio carboxi(C)-terminal, con

homologia a la hemopexina, una glicoproteina sérica que participan en el
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transporte del grupo hemo, éste dominio hemopexina media la especificidad del

sustrato y la interaccién con los TIMPs®@05b,

C.4.2 Sintesis y regulacion

La MMP1 es sintetizada como un polipéptido y es secretada como una proenzima.
La estructura del gen de la MMP1 contiene diez exones y nueve intrones en 8-12
kbp de ADN, es localizado en el humano en el brazo largo del cromosoma 11 en la
region 11¢22.2-22.3, Figura 7“°Y.

En tejidos normales adultos los niveles de MMP1 son usualmente bajos, por el
contrario, su expresion es elevada cuando el sistema enfrenta cambios tal como
en la cicatrizacion de heridas, procesos de reparacion o remodelacion tisular como
ocurre en multiples condiciones patologicas. La expresion de la MMP1 es
transcripcionalmente regulada por factores de crecimiento, hormonas y citocinas;
mientras que la actividad proteolitica es regulada a través de la interaccion con

activadores e inhibidores®?.,

C.4.2.1 Regulacion transcripcional

La region promotora del gen contiene diversos sitios de union para factores de
transcripcion, mismos que representan un paso importante en la regulacion de la
expresion de la MMP (Figura 7.b).Dentro de las citocinas inductoras de la MMP1
se incluyen: factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento fibroblastico

(FGF)-1, -2, -7 y -9, factor de crecimiento hepatocitario, factor estimulante de
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colonias de granulocitos y macrofagos, interferon beta y gamma, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento transformante (TGF)
alfa y la interleucina (IL)-1,-4, -5, -6, -8 y -10. Por otro lado, el TGF-3, el acido
trans-retinoico y los retinoides sintéticos suprimen la transcripcion de la

MMP16153),

a)

11413.3

11913.4
11413.5
11914.1
11914.2
11514.3

e
el . Cromosoma 11

- g 1 10271434
11a22.1 [ 102637532 p (102714342
11422.2 ;

11422.3 . LOC100421658 HTRFFL
11423.1 . LT HHF] fp— ek
119232 \ CENKLRALP2

11923.3

11924.1
11424.2
11a24.3

1142%

b)
-1607

16/2G

C/EBP-B TIE AP-1 PEA-3 AP-1 TATA

-2010

Region Promotora

Figura 7. Gen de la MMP-1. a) Ubicacion del gen MMP1. Est4 ubicado en el cromosoma 11922.2-22.3
y se encuentra estrechamente ligado a otros genes dentro de los cuales se incluyen otras MMPs y 2
pseudogenes. b) Estructura del gen y ubicacion del polimorfismo de estudio el cual es del tipo
insercion/delecidn de una guanina. Cajas rojas denotan sitios de union para los factores de transcripcion:
C/EBP-B, Proteina Potenciadoras de Union a CCAAT tipo f; TIE, elemento inhibidor del Factor de
crecimiento transformante tipo B (TGF-B); AP-1, proteina activadora-1; PEA-3, proteina 3 de unién al
intensificador A del polioma virus; TATA, caja TATA. Cajas azules denotan exones. Editada de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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C.4.2.2 Activacion de la pro-colagenasa

La activacion de la proenzima ocurre cuando el enlace entre la cisteina del
dominio pro-péptido y el zinc catalitico es interrumpido ya sea por protedlisis o por
alteracion quimica como en el caso de la oxidaciébn o el tratamiento con
compuestos mercuricos; la activacion por protedlisis es mediada por la

estromelisina-1 (MMP3), tripsina, plasmina y algunas serin proteasas, Figura

g(49.51,54)

| Activacién Proteoiitical

proteinasas

MMPs

Intervencién de MMPs

Modificacion Escisidn Intervencion
Quimica Intramolecular de MMPs

/ MMP activada

| Activacion Quimica I

Figura 8. Activacion de las proMMPs. Las proMMPs pueden ser activadas por la accién de
proteinasas o por agentes no proteoliticos. La activacién por proteinasas es mediada por la escision de la
region cebo, esto activa parcialmente la MMP; la activacion completa se logra con la remocién del
propéptido por transformacion intermolecular. La activacion quimica se basa en la modificacion del
sulfhidrilo (SX) ligado a la cisteina, resultando en la activacién parcial de la MMP y la escision
intramolecular del propéptido; la activacion completa resulta de la remocion del resto del propéptido por
transformacion intermolecular. El dominio catalitico es representado como un circulo gris, con el sitio
activo mostrada en blanco (no ha escala), conteniendo el zinc catalitico (Zn). El propéptido es
esquematizado como una linea negra conteniendo la regién cebo (rectangulo negro) y la cisteina (C).
SH, indica el grupo sulfhidrilo de la cisteina. Traducido de Vissie y col., 2003 4.
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C.4.2.3 Inhibicién local de la MMP1

La activacion extracelular del zimégeno puede ser seguida ya sea por la unién al
sustrato o por la interaccion con algun inhibidor. En general, la actividad de las
metaloproteasas es inhibida por una familia de cuatro inhibidores endogenos
conocidos como Inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPs). La MMP1
es inhibida estequiométricamente por el TIMP-1, aunque de igual forma puede ser
inhibida por el TIMP-2 y TIMP-3, ya que forman un complejo con el zinc

catalitico®?.

C.4.3 Funcion biologica

La MMP1 al igual que la MMP-8,-13 y -14, son los Unicos miembros de las MMPs
capaces de degradar el colageno fibrilar en su dominio triple helicoidal, dejando
las moléculas inestables térmicamente las cuales se desenrollan formando
gelatina, misma que puede ser degradada por otros miembros de la familia MMPs.
Ademas, la MMP1 puede escindir otros componentes de la matriz extracelular
como son: el agrecano, el versicano, el perlecano, la caseina, el nidégeno, las

serpinas y la tenascina-C®.

C.4.4 Polimorfismo de estudio

Los polimorfismos representan variaciones naturales en la secuencia del ADN los

cuales pueden ocurrir en mas de una forma, estas variaciones aparecen en al
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menos el 1% de la poblacion. Aproximadamente el 90% de las variaciones son
SNP (polimorfismos de un solo nucleétido, por sus siglas en inglés) debido al
intercambio de una sola base en la secuencia del ADN, aunque la mayoria
presenta una funcionalidad neutral, algunos SNPs ejercen efectos alelo-
especificos en la regulacién de la expresion génica o en la funcién de la proteina
codificada, los cuales subyacen diferencias individuales en varios rasgos

bioldgicos, en la susceptibilidad a una enfermedad o en ambas®®.

El polimorfismo a estudiar, se localiza en la regién promotora del gen en la
posicion -1607; resulta de la insercion/delecion de una guanina creando dos
alelos. Un alelo tiene una sola guanina (1G) y el otro alelo tiene dos guaninas (2G)
en el sitio polimorfico (Figura 7.b), ensayos en el promotor han indicado que el
SNP de estudio es un polimorfismo funcional, las dos guaninas juntas con una
adenina adyacente (5-GGA-3") crean un sitio de unién para los factores de
transcripcion de la familia ETS (Erytroblastic Transforming Sequence, por sus
siglas en inglés) resultando en un aumento en la expresion de la MMP-1 en
fibroblastos y en células de melanoma, por tanto dicho polimorfismo se ha

asociado con muiltiples enfermedades®®>".

C.5 Metaloproteasa de matriz-3 /Estromelisina-1

El nombre estromelisina denota una metaloproteasa derivada del estroma celular
que hidroliza componentes de la MEC, su actividad enzimética fue reportada por

primera vez en 1974 como una metaloproteasa degradante de proteoglicanos de
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cartilago y como una proteinasa neutral de fibroblastos de conejo. Posteriormente,
Okada y col.®® purificaron dos isoformas de la enzima a partir del cultivo de
sinoviocitos reumatoides humanos y se refirieron a ella como metaloproteasa de
matriz-3 (MMP3) para distinguirla de la colagenasa intersticial (MMP1) y la
gelatinasa A (MMP2). La estromelisina 1 y la MMP1 tienen masas moleculares

similares y son a menudo secretadas por los mismos tipos celulares®.

La MMP3 no es detectada en cultivo de células normales, sin embargo, puede
expresarse en fibroblastos, condrocitos, células endoteliales, macrofagos, células
del musculo liso vascular, osteoblastos y queratinocitos en respuesta del estimulo
apropiado. La enzima escinde proteinas de la MEC y proteinas no pertenecientes
a la MEC, mostrando una fuerte preferencia por los aminoacidos hidrofébicos y
exhibiendo su actividad éptima a pH 5.5-6.0 con una actividad extendida a un pH

de 7.5-8.0 para la mayoria de los sustratos®®V.

C.5.1 Estructura

La MMP3 presenta estructura homéloga con otras MMPs, entre ellas la MMP1
(Figura 6). La preproenzima de la MMP3 humana es de 477 aminoacidos consiste
en un predominio (17 aminoacidos), un dominio pro-péptido (82 aminoacidos), un
dominio catalitico (165 aminoacidos), un péptido de unidn (25 aminoéacidos) y el
dominio hemopexina (188 aminoacidos); cada uno de los dominios presenta la

misma funcién a la descrita para la MMP1®9.
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C.5.2 Sintesis y regulacion

La MMP3 es sintetizada como una preproenzima y es secretada de la célula como
una proenzima de 57kDa. El gen humano de la MMP3 es localizado en el
cromosoma 11g22-23, en donde se localizan otros genes de las MMPs (-1, -7, -10,

-8, -12, -13, -20, -26), Figura 9®9.
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Figura 9. Gen de la MMP-3. a) Ubicacion del gen de la MMP3. Esta ubicado en el cromosoma
11922.2-22.3 y se encuentra estrechamente ligado a otros genes dentro de los cuales se incluyen
otras MMPs y 2 pseudogenes. b) Estructura del gen y ubicacion del polimorfismo de estudio el
cual es del tipo insercion/delecion de una adenina. Cajas rojas detonan sitios de union para los
factores de trancripcion: SPRE, elemento de respuesta a factor de crecimiento derivado de
plaguetas; PEA-3, proteina 3 de unidn al intensificador A del polioma virus; AP-1, proteina
activadora-1; TATA, caja TATA. Cajas azules denotan exones. Editada de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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C.5.2.1 Regulacion transcripcional

La region promotora del gen contiene los elementos TATA, AP-1 y dos PEA-3,
mismos que representan un paso importante en la regulacién de la expresion de la
MMP. Los agentes inductores de la MMP3 incluyen: citocinas inflamatorias (IL-1,
TNFa, MIF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), oncostatina
M, factor derivado del estroma-1 (SDF-1), forbol, irradiacion UV, amiloideserico A,
microglobulina-B,, fibronectina, relaxina, bradiquinina, trombina-a y Ila
transformacion celular oncogénica. La sintesis de la MMP3 es suprimida por el
acido retinoico, glucocorticoides, estrégeno, progesterona, TGF-B3, el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), IL-4, lipoxina A4, IFN-y, entre

otros®%62),

C.5.2.2 Activacién de la pro-estromelisina 1

La activacion de la proenzima es llevada a cabo de manera similar a la descrita en
la MMP1, en donde la activacion es acomplejada por organomercuriales como el
acetato de 4-amino fenilmercurio, por calentamiento a pH bajo, o por proteinasas
como tripsina, quimiotripsina, triptasa, quimasa, plasmina, calicreina plasmatica,
elastasa leucocitaria, catepsina G, pseudolisina y termolisina. La activacién por
organomercuriales es iniciada por perturbacién de la proenzimas antes que por
interaccién con la Cys del pro-péptido. La activacién por proteinasas es iniciada

por ataque proteolitico sobre los aminoacidos cercanos a la mitad del pro-péptido
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localizados entre el primer y el segundo a-hélice. La escision de esta region
desestabiliza la interaccién entre la Cys y el Zinc catalitico. Esto genera un
intermediario de vida corta el cual experimenta autoescision intermolecular,

especificamente en el enlace His82-Phe83, resultando en una enzima activa de 45

kD4 (5463.64)

C.5.2.3 Inhibiciéon de la MMP3

La MMP3 es inhibida por el TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4, a,-macroglobulina y
ovo-macroglobulina en forma estequiométrica. La enzima es fuertemente inhibida
por agentes quelantes como 1,10 fenantrolina, EDTA, EGTA, cisteina y DTT. La
interaccion de la MMP-3 con hidroxiapatita induce cambios estructurales en la

enzima y promueve autdlisis e inactivacion®.

C.5.3 Funcion biologica

La MMP3 escinde un amplio nimero de proteinas de la MEC, no pertenecientes a
la MEC y de la superficie celular. De igual forma, la MMP3 participa en la
activacion de las pro-colagenasas (MMP-1, -8, -13) y pro-gelatinasa B (MMP9).
Esto sugiere que la enzima participa en el recambio fisiologico de la matriz y en la
destruccion patolégica de los tejidos actuando directamente sobre las proteinas no
pertenecientes y pertenecientes de la MEC o indirectamente por la activacion de

otras matrixinas(®:¢9.
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C.5.4 Polimorfismo de estudio

El gen de la MMP3 humano presenta un polimorfismo tipo SNP en el promotor, un
alelo con cinco adeninas (5A) y otro con seis adeninas (6A) en la posicion -1171.
El promotor con 6A en el sitio polimérfico es aproximadamente dos veces menos
activo en la actividad transcripcional que el alelo con 5A, sugiriendo un posible
aumento en el depésito de la matriz debido a los reducidos niveles en la expresion

de la MMP3©167),
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D. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El IM representa la manifestacibn mas significativa de la cardiopatia isquémica.
Diversos estudios™*” han demostrado la importancia de los factores genéticos, la
interaccion entre multiples genes y los factores de riesgo ambientales, sin
embargo, los resultados de estos estudios siguen siendo controversiales y sin
consenso sobre sus implicaciones. Ademas, a causa de las diferencias raciales y
étnicas en los polimorfismos genéticos, es importante construir una base de datos
con los polimorfismos relacionados con el IM en poblacibn mexicana, ya que un
enfoque para la prevencion de esta condicion es identificar los genes de

susceptibilidad a la enfermedad.

Las MMPs 1 y 3 son proteinas relevantes en la patogénesis del IM ya que
degradan la MEC debilitando las arterias e interfieren en la biomecanica de la
capa fibrosa. La degradacion excesiva de estas fibras de coldgeno es reconocido

como un mecanismo importante para la ruptura de la placa aterosclerética®.

Como en muchas enfermedades, el IM también tiene un fondo genético donde los
polimorfismos juegan un papel importante, se ha sugerido que los polimorfismos
ubicados en las regiones promotoras de los genes que codifican para las MMPs 1
y 3 estan relacionados con los niveles de expresion de estas moléculas. Los
estudios encontrados en la literatura son escasos y en la poblacibn mexicana no

hay alguno que determine la relacién de estos polimorfismos y el IM, que es el
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sindrome coronario agudo con mayor niumero de mortalidad e incidencia; por lo
que se considera trascendental establecer dicha relacién en la poblacibn mexicana
a fin de conocer si existen alelos condicionantes de riesgo e inclusive los que
tienen efecto protector para permitir establecer estrategias de prevencion y

tratamiento.

Por todo lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Existira
relacion entre los polimorfismos de las regiones promotoras de la MMP1 y MMP3

con el padecimiento de IM?
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E. HIPOTESIS

Si las MMPs 1 y 3 contribuyen al debilitamiento de la placa aterosclerética con la
subsecuente ruptura provocando una aterotrombdsis y como consecuencia el IM;
asimismo sus genes presentan sitios polimérficos los cuales regulan su
produccion, de ahi que algunos de sus alelos podrian diferenciar la susceptibilidad

o0 resistencia de los pacientes para presentar IM.
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F. OBJETIVOS

F.1 Objetivo general:

Determinar los SNPs localizados en los genes de las MMPs 1y 3 (rs1799750 y
rs35068180, respectivamente) involucrados en la degradacion de la MEC y por

tanto, en la ruptura de la placa de aterosclerosis.

F.2 Objetivos especificos:

Determinar las frecuencias de las variantes ubicadas en los sitios polimérficos de
los genes promotores que codifican para las MMPs 1y 3 en un grupo de pacientes
mexicanos con IM y en un grupo control sin antecedentes familiares ni clinicos de

IAM.

Comparar las frecuencias, entre los grupos de estudio con el fin de definir si algin
SNP de las MMPs 1 y 3 estudiadas pudieran estar confiriendo susceptibilidad o

proteccion para el desarrollo de este padecimiento en la poblacion mexicana.
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G. DISENO EXPERIMENTAL

G.1 Tipo de estudio

Se realizé un estudio de casos y controles de los polimorfismos -1607 y -1171

localizados en las MMPs 1 y 3 respectivamente, en pacientes con IM.

G.2 Poblacion de estudio

G.2.1 Pacientes

El estudio incluyd 251 individuos mexicanos, no relacionados entre si, que
ingresaron al Departamento de Urgencias y Unidad Coronaria del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” con diagndstico de IAM por ruptura de

placa aterosclerotica.

G.2.1.1 Criterios de Inclusion:
* Hombres y mujeres mayores de 35 afios.
* Que el motivo de ingreso al Instituto haya sido por IAM manifestado por:

- Sintomas de dolor tipo anginoso (opresivo) localizado en el térax, el cual
se puede irradiar hacia la base del cuello, la mandibula o hacia las
extremidades superiores con una duracion de mas de 30 minutos y que se
acompafie de sintomas neurovegetativos (sudoracion, sensacion de

nauseas o vomito, sensacion o accion de miccion o defecacion).
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- Cambios electrocardiograficos consistentes con infarto agudo de
miocardio: Elevacion del segmento ST de > 0.1 mV en dos 0 mas de las
derivaciones contiguas electrocardiograficas. Asimismo se puede
considerar un nuevo hallazgo o nueva presuncion de bloqueo completo de
la rama izquierda del haz de His asociado a los sintomas previamente
referidos.

« El individuo estudiado debe ser mexicano y que dos generaciones previas a

él sean nacidas en México.

G.2.1.2 Criterios de exclusion:

* Pacientes menores de 35 afios.

« Dolor toracico ocasionado por otras causas: diseccion adrtica, pericarditis,
valvulopatias, traumatismo u osteocondritis.

+ Pacientes con enfermedades cerebro vasculares, como isquemia cerebral
transitoria o cualquier indicio de dafo estructural del sistema nervioso central
como: neoplasia intracraneal o intraespinal, aneurisma o malformacion
arteriovenosa.

» Retinopatia diabética hemorragica u otra condicion hemorragica oftalmica.

G.2.2 Grupo control

Se incluy6 a 285 individuos sanos, sin parentesco con los pacientes incluidos en el
estudio. Para ser considerado sano, el grupo control debié estar libre de sintomas
y sin antecedentes familiares o clinicos de enfermedad cardiovascular,

principalmente IM y presentar un ECG normal.
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G.2.3 Como requerimiento adicional para ambos grupos (pacientes vy
controles):

A todos los individuos se les invitd a participar en el estudio y se obtuvo el
consentimiento informado voluntario, éste fue de riesgo minimo ya que solo incluia
la venopuncion antecubital para la obtencion de 10 mL de sangre periférica.

El presente proyecto cumplié con los requisitos del comité institucional de ética e

investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

G.3 Variables

G.3.1 Dependientes:

* Polimorfismo en los genes de la MMP1 y MMP3

G.3.2 Independientes:

* Sujetos que presentan IM (Casos).

* Sujetos que no presentan sintomatologia de IM (Controles).

G.3.3 Intervinientes:

Edad de los individuos de estudio.
* Género de los individuos de estudio.

+ Parametros antropométricos.

Mediciones bioquimicas.
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G.4 Metodologia

G.4.1 Extraccion de ADN

A partir de la muestra extraida en tubos Vacutainer con EDTA como
anticoagulante se extrajo el ADN genomico por medio de la técnica de expulsién

salina (Véase Anexo 1).

G.4.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN se realizé con el equipo automatizado nanoDrop (ND-
1000 spectrophotometer), la longitud de onda con la que se ley6 el ADN fue a 260
nm. Por medio de diluciones se realizd el ajuste de la concentracion para la

obtencion de 100 ng/ul de ADN.

G.4.3 Estandarizacion de la técnica

Se realiz6 la optimizacion de las condiciones a emplear en cada uno de los

procesos.

G.4.4 Amplificacion de ADN por PCR

A patrtir de las disoluciones del ADN gendmico, se amplificaron los siguientes sitios
polimérficos utilizando primers®” sintetizados por la compafiia Sigma-Aldrich

(Saint Louis, MO, EUA).

v' MMP1 -1607
Primers: Forward 5 -TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA-3’

Reverse 5 -TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC-3’
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v MMP3-1171
Primers: Forward 5 -GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA-3’

Reverse 5 -CTTCCTGGAATTTCACATCACTGCCACCACT-3’

G.4.5 Verificacion de los amplificados

Se realiz6 por medio de electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5%

tefidos con bromuro de etidio.

G.4.6 Digestion

Se sometieron a digestion los productos de PCR empleando las siguientes
enzimas de restriccion sintetizadas por la compafiia ThermoScientific (Hudson,
NH, USA).

MMP1 -1607. Enzima Alul, la cual reconoce al alelo 1G en el sitio 5"-AGCT-3’
MMP3-1171. Enzima Psyl(Tth111l), la cual reconoce al alelo 5A en el sitio 5 -

GACNNNGTC-3’

G.4.7 Tipificacion de los polimorfismos

Se realiz6 por medio de electroforesis horizontal en geles de agarosa a 4.0%
tefildos con bromuro de etidio.

v' MMP1 -1607.
Los alelos 2G fueron representados por una banda de ADN con tamafio de 269
pb y los alelos 1G fueron representados por dos bandas de ADN con tamafios de
241y 28 pb. Los heterocigotos mostraron una combinacion de ambos alelos (269,

241y 28 pb).
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v' MMP3 -1171.
Los alelos 6A fueron representados por una banda de ADN con tamafio de 129 pb
y los alelos 5A fueron representados por dos bandas de ADN con tamafos de 97 y
32 pb. Los heterocigotos mostraron una combinacion de ambos alelos (129, 97 y

32 pb).
G.5 Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de las MMPs 1y 3
analizados se obtuvieron por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalud
el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) 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, EUA); para datos cuantitativos se utilizé t de student. El valor de p se manejé
con un nivel de significancia establecido como <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 hipétesis de herencia fue evaluada de
acuerdo a cuatro modelos: codominante, dominante, recesivo y heterocigoto por

medio del programa SNPStat’s (bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).

43




H. RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos de estudio se muestran

en el Cuadro Ill. La distribucion observada de la media de edad y de dislipidemia
fue similar entre el grupo de pacientes y el grupo control, sin embargo, como era
de esperarse la frecuencia del habito de fumar, diabetes mellitus tipo 2 e
hipertension fue mayor en los pacientes que en los controles. Dentro del grupo de
pacientes, 25.1% muestran dafio en un solo vaso y 50.6% en dos o tres vasos
sanguineos. Por otro lado, 7.6% de los pacientes presentan calcificaciones

coronarias.

Cuadro lll. Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacion de estudio

Variable Casos (n=251) Controles (n=285) valor de p*
Edad 59.39+10.91 59.58+5.86 0.799"
Sexo (M/F) 209/42 134/151 <0.001
IMC(kg/m?) 27.27+4.22 28.23+4.16 0.008"
Habito de fumar
Fumadores 171 (68.1%) 47 (16.5%) <0.001
No fumadores 80 (31.9%) 238 (83.5%)
Consumo de alcohol
Si 91 (36.2%) 144 (50.5%) <0.001
No 160 (63.8%) 141 (49.5%)
Diabetes mellitus tipo 2
Si 105 (41.8%) 37 (13%) <0.001
No 146 (58.2%) 248 (87%)
Hipertension
Si 181 (72.1%) 145 (50.9%) <0.001
No 70 (27.9%) 140 (49.1%)
Dislipidemia
Si 160 (63.8%) 197 (69.1%) 0.188
No 91 (36.2%) 88 (30.9%)

Angiografia coronaria
Un vaso

Dos o tres vasos

Calcificaciones coronarias

63 (25.1%)
127 (50.6%)
19 (7.6%)

* Prueba de x° de Mantel-Haenzel; T Prueba de t-student




Se analiz6 el HWE para cada uno de los SNP de los genes de las
metaloproteasas (MMP1 y MMP3) y en cada uno de los grupos estudiados
mediante una prueba de X°. Los valores obtenidos se muestran en el cuadro 1V,
donde se observa que el SNP de la MMP1 presenté una desviacion al HWE en

ambos grupos de estudio.

Cuadro IV. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos de las
Metaloproteasas

Casos (n=251) Controles (n=285)

SNP valor de p X2 valor de p X2
MMP-1-1607 2G/1G <0.0001 35.04 <0.0001 47.56
MMP-3-1171 6A/5A 0.17 2.14 0.78 0.18

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de las MMPs
(rs1799750 y rs3568180), mostraron una distribucion similar en ambos grupos de
estudio ya que en ninguna de las comparaciones alélicas y genotipicas la p es

menor a 0.05, Cuadro V.

Cuadro V. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de las MMPs en
pacientes con IM y grupo control.

Casos Controles
(n=251) (n=285) RM IC 95% p
MMP1 -1607 2G/1G (rs1799750)
Alelos 2G 464(92%) 530(93%) 0.92 0.58-1.46 0.73
1G 38(8%) 40(7%) 1.09 0.68-1.72 0.73
Genotipos 2G/2G 221(88%) 254(89%) 0.9 0.53-1.54 0.69
1G/2G 22(9%) 22(8%) 1.15 0.62-2.12 0.66
1G/1G 8(3%) 9(3%) 1.01 0.38-2.66 0.98
MMP3 -1171 6A/5A (rs35068180)
Alelos 6A 354(71%) 403(71%) 0.99 0.76-129 0.95
5A 148(29%) 167(29%) 1.01 0.78-1.31 0.95
Genotipos 6A/6A 120(48%) 141(49%) 0.94 0.67-1.31 0.70
6A/5A 114(45%) 121(42%) 1.13 0.80-1.59 0.49
5A/5A 17(7%) 23(8%) 0.83 0.43-1.59 0.57
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Se elabor6 un analisis de riesgo estimado por medio de cuatro modelos de
herencia (codominante, dominante, recesivo y heterocigoto) relacionando el infarto
de miocardio con los polimorfismos de las MMPs (Cuadros VI y VII). Sin embargo,
no se obtuvieron valores estadisticamente significativos en ningin modelo de

herencia.

Cuadro VI. Andlisis de asociacion del polimorfismo MMP1 -1607 2G/1G con diferentes
modelos genéticos.

Modelo Genotipo Controles Casos RM (95% ClI) Valor AlC
(n=285) (n=251) dep
Codominante 2G/2G 254 221 1 0.91 746.7
1G/2G 22 22 1.15 (0.62-2.13)
1G/1G 9 8 1.02 (0.39-2.69)
Dominante 2G/2G 254 221 1 0.7 744.7
1G/2G- 31 30 1.11 (0.65-1.90)
1G/1G
Recesivo 2G/2G- 276 243 1 0.98 744.9
1G/2G
1G/1G 9 8 1.01 (0.38-2.66)
Heterocigoto 2G/2G- 263 229 1 0.66 744.7
1G/1G
1G/2G 22 22 1.15 (0.62-2.13)

Cuadro VII. Analisis de asociacion del polimorfismo MMP3 -1171 6A/5A con diferentes
modelos genéticos.

Modelo Genotipo Controles Casos RM (95% CI) Valor AIC
(n=285) (n=251) dep

Codominante B6A/6A 141 120 1 0.72 746.3
B6A/5A 121 114 1.11 (0.78-1.58)
5A/5A 23 17 0.87 (0.44-1.70)

Dominante B6A/6A 141 120 1 0.7 744.7
B6A/5A- 144 131 1.07 (0.76-1.50)
5A/5A

Recesivo B6A/6A- 262 234 1 0.57 744.6
6A/5A
5A/5A 23 17 0.83 (0.43-1.59)

Heterocigoto 6A/6A- 164 137 1 0.49 744.4
5A/5A
6A/5A 121 114 1.13 (0.80-1.59)

46




[. DISCUSION

El IM es un trastorno multifactorial y poligénico complejo, el cual resulta de la
interaccién entre la composicién genética y diversos factores ambientales®?.
Tradicionalmente se han considerado factores de riesgo ambientales o también
denominados modificables al tabaquismo, diabetes, hipertension arterial,
sedentarismo, dislipidemia y obesidad®®*®. Sin embargo, en la Gltima década se
han identificado variantes genéticas denominadas polimorfismos las cuales se han

asociado al desarrollo del IM®7:69)

Las MMPs son proteinas relevantes en la patogénesis del IM, ya que degradan la
matriz extracelular debilitando las arterias e interfieren en la biomecanica de la
capa fibrosa®. De igual forma, cambios en la expresién de las MMPs en tejido
vascular y cardiaco han sido implicados en la patogénesis de diversas condiciones
cardiovasculares incluidas aterosclerosis, aneurisma, restenosis post-angioplastia,

entre otras®@® ",

Pérez-Hernandez y cols."" realizaron en un estudio en poblacién mexicana,
encontrando en base al modelo dominante, que individuos con el alelo A en
MMP2-1575 poseen 1.65 veces mayor riesgo de desarrollar IM (p=0.002). En este
sentido, no se han reportado estudios de asociacion de MMP1-1607 y MMP3-1171
con el IM en nuestra poblacion, por tanto, en el presente estudio se analizaron 251
pacientes con diagnostico de IAM por ruptura de placa aterosclerética y 285
sujetos aparentemente sanos para evaluar las frecuencias de los polimorfismos de

las MMPs 1y 3 como posible factor de riesgo en la poblacion.
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» MMP1-1607

En los resultados obtenidos, las frecuencias genotipicas de MMP1-1607 no se
encontraron en HWE en ambos grupos de estudio, sin embargo, la desviacion no
es debida a un error de laboratorio, ya que al igual a lo descrito por Alp y cols.(®
se procedi6 a genotipar por segunda vez 50 muestras elegidas al azar obteniendo
resultados consistentes, por lo cual, la desviacién obtenida al HWE puede deberse
al tamafo de los grupos de estudio, que exista un desequilibrio de ligamiento entre

el polimorfismo estudiado con otros polimorfismos, o ambos(™®7%.

Ye y cols.™ en un estudio en poblacién caucasica, reportaron que el riesgo de
enfermedad coronaria se reduce en individuos homocigotos para el alelo 2G en
comparacion con los que son homocigotos para el alelo 1G (RM= 0.6, 95% IC:
0.3-0.9; p= 0.041). Sin embargo, en el presente estudio al igual que Ghaderian y
cols."® en un estudio en poblacién irani, las frecuencias alélicas y genotipicas
obtenidas fueron similares en los grupos de estudio, no encontrando asociaciéon

del polimorfismo MMP1-1607 con IM.

Por otra parte, Roman-Garcia y cols."”) encontraron una asociacion significativa
del haplotipo 2G-1607G-519T-340 de la MMP1 con el riesgo de IM en poblacién
espafiola (RM=2.40; 95% IC:1.27-4.55; p<0.006), por lo cual podria darse

continuidad al estudio amplidndose el numero de polimorfismos a evaluar.
» MMP3-1171

Con base en las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas no se encontré

asociacion del polimorfismo -1171 6A/5A con el IM, al igual a lo reportado por
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Sakowicz y cols.®?; sin embargo, nuestros resultados difieren de lo reportado por
Yamada y cols.™ ya que encuentran significativo al alelo 6A, bajo el modelo
dominante, con el riesgo a sufrir IM en mujeres japonesas (RM= 4.7; 95% IC: 2.0-
12.2; p<0.001); en contraste, Beyzade y cols.(’® reportan que caucésicos con el
genotipo 5A/5A presentan el doble de riesgo de IM (RM= 2.02; 95% IC: 1.14-3.60;
p= 0.016) e individuos heterocigotos (5A/6A) presentan un riesgo menor (RM=

1.78; 95% IC: 1.05-3.00; p= 0.032).

Las diferencias en los resultados anteriores puede deberse a la variacion étnica, la
heterogeneidad de los grupos estudiados o a los diferentes tamafios de
muestras’®; cabe mencionar que la poblacién mexicana presenta caracteristicas
genéticas diferentes a otras poblaciones; debido a que nuestra carga genética
esta formada por una mezcla de genes que se han estado combinando por mas
de 500 afos, conformada por un 56% de genes amerindios, 40% de genes
caucasicos y 4% de genes negroides®; ademas de los diferentes estilos de vida y
costumbres que hacen a ciertas poblaciones mas susceptibles que a otras a
padecer ciertas patologias, por lo cual, datos reportados en otras poblaciones no

se pueden aplicar a la poblacién mexicana.*"®

Finalmente, Nojiri y cols.®? relacionan el haplotipo 5A-1G como un riesgo genético
para el IM (RM= 1.97; p= 0.0082), en el presente estudio no fue posible realizar el
analisis de haplotipos para evitar errores tipo | o tipo Il debido a la desviaciéon

obtenida al HWE en la MMP-1607.
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J]. CONCLUSION

Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que estas variantes genéticas
(MMP1-1607 y MMP3-1171) no se asocian al padecimiento de infarto al miocardio

por ruptura de placa aterosclerética en la poblacién mexicana.
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L. ANEXOS

L.1 Extraccion de ADN.
Método de expulsion salina. Modificada de Lahiri y col.(81)

e Recolectar 5-6 mL de sangre total con EDTA como anticoagulante
e Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos y desechar el plasma.
e Separar las células nucleadas con TKM-1 (3/4 partes)

e Pasar la muestra a un tubo Falcon de 50 mL y agregar TKM-1 hasta obtener un volumen de 20
mL.

e Adicionar 130 pL de Tritén X-100

e Agitar durante 10 minutos en el OrbitronRotator Il
¢ Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm

e Desechar el sobrenadante

¢ Resuspender el pellet en TKM-1 hasta la marca y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos
(repetir el paso 9, las veces necesarias hasta obtener el pellet de color blanco)

e Agregar 800 uL de TKM-2

e Con la ayuda de una pipeta traspasar a un tubo Eppendorf y adicionar 50 uL de SDS 10%
e Agitar la muestra en el vortex

¢ Incubar 10 minutos a 55°C

e Agitar nuevamente la muestra en el vortex

¢ Adicionar 300 pL de NaCl a una concentracion 5M

e Colocar la muestra en la microcentrifuga a 14000 rpm durante 5 minutos.

e Tomar el sobrenadante y transvasar el volumen a dos tubos Eppendorf (rotulados como 20°C
y -70°C para su almacenaje)

e Adicionar 900pL de etanol absoluto a temperatura ambiente en cada uno de los tubos.

e Centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos a 4°C de temperatura.
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Decantar el sobrenadante

Adicionar 900 pL de etanol al 70% frio
Centrifuga a 4°C por 5 minutos a 14000 rpm
Descartar el sobrenadante

Introducir las muestras abiertas en el Speed back 10 minutos (para eliminar el exceso de
etanol de la muestra)

Agregar 150 uL de TE
Incubar a 65°C minimo durante 15 minutos

Medir la concentracion del ADN a 260 nm
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