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Analisis del polimorfismo -1306 C/T en el promotor de la MMP- 2 y su relacion con la
FPI.

Introduccion.

Fibrosis Pulmonar.

La fibrosis pulmonar es la ruta comun final de un grupo diverso de desordenes pulmonares
conocidos como enfermedades pulmonares intersticiales (ILD, por sus siglas en inglés
interstitial lung diseases). A pesar de que las ILD son diferentes en las caracteristicas que
presentan, éstas son agrupadas en conjunto debido a que comparten muchas caracteristicas
clinicas, radiograficas y fisiologica. Algunas de éstas son de etiologia conocida, por
ejemplo la exposicion a particulas organicas (neumonitis por hipersensibilidad), inorganicas
(asbestosis), inducidas por farmacos, o0 asociadas a enfermedades coldgeno- vasculares (la

esclerosis sistémica y la artritis reumatoide).

Sin embargo, alrededor del 40-50% de las ILD son de etiologia desconocida, por lo que son
clasificadas como neumonias intersticiales idiopaticas (11P) (10). La IIP mas comdn y por
mucho la mas agresiva de las ILD, es la fibrosis pulmonar idiopéatica (FPI), la cual
representa un desorden pulmonar crénico, progresivo y usualmente letal. En este sentido es
importante enfatizar que mientras la mayoria de los pacientes con ILD presentan un
comportamiento clinico heterogéneo, y pueden tender a mejorar, o evolucionar a fibrosis, la
FPI siempre progresa hacia la destruccién del parénquima pulmonar (32). En relacion a la
serie de eventos patogénicos, generalmente se esta de acuerdo en que las ILD parten de un
dafo inicial, el cual resulta en el desarrollo de una respuesta inflamatoria, que si no es
resuelta, es seguida por una proliferacion /activacion de fibroblastos y finalmente por una

acumulacion exagerada de proteinas de matriz extracelular.

De acuerdo a este punto de vista, se ha hipotetizado que la inflamacién opera para la
mayoria de las ILD, pero no para la FPI, ya que en ésta, la fibrosis aparenta ser un proceso

patolégico independiente de la inflamacion (32).



En este contexto, se ha propuesto que hay dos rutas (al menos) para el desarrollo de fibrosis
pulmonar difusa. Una de éstas es la “ruta inflamatoria”, la cual esta representada por casi
todas las enfermedades pulmonares intersticiales no asociadas a FPI, donde hay una fase
temprana y claramente distinguible de alveolitis y una fase tardia fibrotica. La segunda es

la “Ruta Epitelial / Fibroblastica”, representada por la FPI (15).

Se ha propuesto que la FPI es desde los estadios tempranos, una enfermedad epitelial/
fibroblastica, es decir, un desorden fibroproliferativo precedido por una activacion celular
epitelio/alveolar que induce la migracién / proliferacion de fibroblastos, siendo éstos
aparentemente  los primeros sitios de la lesién y reparacion, llamados focos de
fibroblastos, en donde a su vez se observa una diferenciacion en el fenotipo fibroblasto a
miofibroblasto. Los procesos caracteristicos de la FPI se pueden observar en la Fig. 1.
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Fig. 1 Esquema hipotético de las dos rutas que pueden inducir

fibrosis pulmonar idiopatica.



Una vez que los fibroblastos han migrado y proliferado dentro del microambiente
pulmonar dafiado, asi como adquirido un fenotipo de miofibroblastos, gradualmente
cambian sus principales funciones a sintesis de proteinas y contractibilidad.

Los mecanismos involucrados en la diferenciacion de miofibroblastos, asi como el origen
de sus células progenitoras en pulmones fibréticos no son claros adn, sin embargo varias
citocinas han sido implicadas. Por ejemplo, al TGF-beta 1 (transforming growth factor-
betal) se le ha relacionado en la patogénesis de la fibrosis, no sélo por su capacidad de
acelerar la acumulacion de moléculas de matriz extracelular (MEC), sino también por su
capacidad de promover la diferenciacion a miofibroblastos, sobrexpresando alfa- actina de
masculo liso (a-SMA) en fibroblastos, ya sea in vivo o in Vitro (5). Ademas de ser un
marcador de diferenciacion de miofibroblastos, el alfa- SMA es importante en el
mecanismo de contraccion celular, el cudl estd probablemente involucrado en el
decremento caracteristico de la distensibilidad observada en pacientes con fibrosis

pulmonar.

Uno de los papeles principales de los miofibroblastos en el proceso de cicatrizacion, debido
a su fenotipo contréctil, es el de reducir el area de la superficie desnuda en el tejido dafiado,
acercando uno a otro los margenes de las microheridas.

Por otro lado, los miofibroblastos de pulmones con FPI inducen apoptosis del epitelio
alveolar, y al menos en parte, el fallo en la reepitelializacién aparenta ser provocado por

este mecanismo (22 y 24) (15).

Los miofibroblastos pueden también provocar la ruptura de la membrana basal y propiciar
la apoptosis celular del epitelio alveolar, perpetuando el dafio y evitando una
reepitelializacion apropiada. El resultado final es la acumulacion excesiva de matriz
extracelular con una destruccion de unidades capilo-alveolares y la formacion de espacios
fibréticos quisticos o una panalizacién llevando a la destruccidon la arquitectura del

parénquima pulmonar (20).



Una marcada ruptura en la integridad del epitelio alveolar con la presencia de diversos
fenotipos celulares alterados es una caracteristica distintiva de los pulmones con FPI (15).
Los fenotipos morfolégicos comunes incluyen: células cuboidales (hiperplasia de
neumocitos tipo 1), células epiteliales reactivas elongadas y grandes (posibles células
transitorias entre los neumocitos tipo | y 1) y células epiteliales tipo bronquiales Fig. 2

(15).
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Fig. 2 Unidad capilo-alveolar

Matriz extracelular. (MEC)

La MEC esta conformada por una gran variedad de moléculas, que interaccionan entre si,
generando una estructura tridimensional a la cudl las células se adhieren ya sea por
receptores especificos o ligandos. Las macromoléculas que constituyen la MEC
constituyen, entre otras, a la familia de las colagenas, que son las responsables de la
resistencia mecanica de los tejidos conjuntivos, la elastina que le confiere cualidades de
flexibilidad y elasticidad, proteinas de adhesion como fibronectinas y lamininas y los

proteoglicanos que son esenciales en el proceso de adhesividad.



La matriz extracelular es una estructura dindmica que juega un papel importante en la
arquitectura pulmonar, asi como en su homeostasis, manteniendo y proporcionando el
andamiaje necesario para la regulacion del comportamiento celular. La MEC en el
parénquima pulmonar abarca numerosas moléculas, incluyendo colagenas (principalmente
tipo I y I1l), elastinas, proteoglicanos y fibronectina, como poemos observar en la Fig. 3.
Las estructuras especializadas de la MEC, como las membranas basales epiteliales y
endoteliales, contribuyen con otras proteinas, incluyendo lamininas, entactinas y colagenas
tipo IV. El recambio fuertemente controlado de la MEC es critico para el mantenimiento

de la morfomostasis pulmonar.

La matriz extracelular (MEC) desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
integridad estructural de los organismos multicelulares, en la forma de su cuerpo y de sus
organos de forma que este material estructural estd lejos de ser una sustancia de soporte
inerte como se pensaba en el pasado y, por el contrario, ahora sabemos que la matriz
desempefia un papel activo y complejo en la regulacién de procesos basicos de las células
que tienen contacto con ella. Asi por ejemplo, la MEC ejerce una funcion moduladora del
crecimiento, migracion, proliferacion y diferenciacion celular, asi como en la muerte
celular programada, entre otros. Muchas de estas funciones se realizan directamente a

través de receptores a las moléculas de matriz tales como las integrinas.

Hallazgos recientes muestran que la MEC sirve ademas como un sitio de almacenamiento
para factores de crecimiento polipeptidicos. Dos categorias de factores de crecimiento se
almacenan en la MEC; factores que se asocian con el heparan- sulfato extracelular, tales
como las familias de los factores de crecimiento de fibroblastos y factores que se unen a
proteinas de la MEC, entre los que destacan el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF —f), por sus siglas en inglés.
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Fig. 3 Estructura de la matriz extracelular.

En condiciones fisioldgicas normales, existe un equilibrio dindmico entre la sintesis y la
degradacion de los componentes de la matriz, lo cual ocurre de una manera fuertemente
programada y equilibrada. Por el contrario, una remodelacion desequilibrada de ésta, se ha

asociado con diferentes procesos patoldgicos.

Actualmente, se conoce que la artritis reumatoide, la cirrosis hepatica, la fibrosis pulmonar,
la invasividad de algunos cénceres, el dafio pulmonar agudo y la arteroesclerosis, entre
otros, representan condiciones patoldgicas en las cuales existen alteraciones tanto celulares

como de diferentes moléculas de la MEC (8).

Los mecanismos moleculares, detrds de esta remodelacion anormal, estdn pobremente
comprendidos, pero la pérdida de un cambio regulado, involucra, al menos en parte, dos
familias de proteinas: las metaloproteasas de matriz (MMPs) y a los Inhibidores Tisulares
de MMPs (TIMPS).

Los TIMPs son una familia de cuatro proteinas secretadas (TIMP-1 a TIMP-4) que inhiben

selectivamente a las MMPs. Interesantemente los TIMPs, ademas de tener una acciéon



inhibitoria en comun de las MMPs, difieren en sus patrones de expresion y otras de sus
propiedades como son la asociacion con MMPs latentes (zimogenos), la activacion del
crecimeinto celular, la activicion de la sobreviviencia celular y apoptosis. El balance
entre las MMPs y los TIMPs es un determinante critico para la integridad y funcion de la
matriz extracelular (ECM) (2).

Metaloproteasas de matriz (MMPSs).

Las MMPs comprenden una gran familia de enzimas extracelulares que comparten
caracteristicas estructurales comunes, particularmente aquellas regiones involucradas en la
regulacion de actividades proteoliticas. Las MMPs o matrixinas, son un subgrupo de una
super familia mas grande de metaloproteasas, las cuales también incluyen astacinas,
metaloproteasa con motivos de desintegrina (ADAM) y metaloproteasa con motivos de
desintegrina tipo tromboispondina (ADAMTS) proteinasas, entre otras (15). Las MMPs
constituyen 23 diferentes endopeptidasas codificadas por 24 genes incluyendo los

duplicados de los genes de la MMP23.

La mayoria de las MMPs son secretadas al espacio extracelular y algunas de ellas son
expresadas como enzimas de superficie celular. No obstante, diversos estudios han
demostrado que algunas MMPs, como la MMP1, MMP2, y la MMP11, pueden ser

encontradas al interior de la célula y actuar con proteinas intracelulares (13).

Las MMPs han sido clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y funcionales
en 6 diferentes subgrupos que poseen miembros relacionados con la especificidad a un
sustrato, algo distinto, pero generalmente traslapado: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas, las MMPs tipo membrana (MT-MMPs) y otras MMPs.
Actualmente, un nuevo sistema de clasificacion ha sido propuesto basado en la estructura
de las MMPs , méas que en su especificidad por un sustrato, encontrando a las MMPs

arquetipicas, matrilisinas, gelatinasas, y MMPs activadas por furina (Fig. 4) (14).
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Fig. 4 Clasificacién estructural de metaloproteasas de matriz. Tomada de Pardo et al. 2006.

Para ser clasificadas como una MMP, ésta debe tener al menos dos motivos conservados,
el pro-dominio y el dominio catalitico. El pro-dominio de una MMP tipica es de alrededor
de 80aa. Todas las MMPs, contienen la secuencia consenso PRCXXPD, con excepcion de
la MMP21 y de las CA-MMP. El dominio catalitico contiene un sitio activo, Zn**, que une
tres histidinas conservadas en la secuencia HEXXHXXGXXHS/TXXXXXXM, la cual
contiene también una metionina conservada en el sitio carboxilo del sitio de union del zinc.
En el estado inactivo, el residuo de cisteina conservada el en pro-dominio provee la
coordinacion del cuarto sitio para el ion zinc catalitico, donde la ruptura del enlace es
necesaria para la actividad enzimatica.Ademas de las dos regiones conservadas, las MMPs
tienen una variedad de dominios especializados que contribuyen en la especificidad de
sustrato y el reconocimiento en la interaccion con otras proteinas o moléculas. Con
excepcion de la matrilisina, CA-MMP, y la endometasa/matrilisina-2, las MMPs tienen una
region visagra, la cual es generalmente rica en prolina, asi como un dominio carboxilo

terminal tipo hemopexina.



Las dos gelatinasas (MMP2, A 'y MMP9, B) tienen dominios de unién a gelatina, y las
CA-MMP tienen un nuevo motivo de arreglo de cisteina y un dominio plegado tipo C2
inmunoglobulina (16). Asi, en la figura 5 podemos observar la clasificacion estructural,
donde se distinguen ocho grupos: cinco grupos de MMP secretadas y tres de MMP

asociadas a la membrana (MT-MMP por membrane type MMP).

Dominio-minimo MNMPs
SH
@ Pro_) Cataiytic |Zn])
Dominio sencillo tipo hemopexina de MMPs
SH H Hemopexin
G mD \ L oooo
S S

MNMPs con unién a gelatina
SH H Hemopexin

D Catahic[FF R \Loooo

S S

MMPs Activadas por furina
SH H Hemopexin

@GR L oo
s S
MMPs con Insertos tipo Vitronectina
SH H Hemopexin

R WwrGEEKZD L oo

S S

MNMPs transmembranales
SH H Hemopexin TM Cy

B GEERkIaD \ oooo—o

S S

MMPs con GPI acoplado
SH H Hemopexin GPI
e CERAD  coooo
S S
MDMPs transmembranales tipo IT

S P [Fu)Catayic_[CAI ig-like

Fig. 5 Clasificacion estructural de metaloproteasas de matriz (tomada de Egeblad M, 2002)

Regulacion de MMPs
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Existen al menos cuatro tipos de mecanismos que pueden influenciar la regulacion de las
MMPs: expresion génica, compartamentalizacion, activacion enzimatica e inactivacion. Sin
embargo, aparentemente para la mayoria de las MMPs el paso clave, es la regulacion
transcripcional, dado que muchos genes de las MMPs son expresados s6lo cuando se
activan mecanismos de remodelacion fisioldgica o patoldgica. Una excepcion es la MMP2
la cual estd altamente expresada en tejidos quiescentes aparentemente en niveles
significativos y es por eso que otros niveles de regulacién, como la activacion y la

inhibicidn de la enzima pueden ser mas importantes (28).

Cada MMP esta generalmente descrita como si tuviera una especificidad al sustrato
limitada, sin embargo enzimas individuales pueden actuar en muchas proteinas diferentes
y el espectro de sustratos entre muchas enzimas incluso es en realidad poco similar. Por
ejemplo, la gelatinasa A, gelatinasa B, estromelisina 1, estromelisina 2, matrilisina, la
metaloelastasa y la colagenasa 3, cada una puede degradar colagena no fibrilar,
componentes de la membrana basal, fibronectina y muchas més (16).

La expresion de genes de MMPs esta regulada en gran medida a nivel transcripcional, por
lo que sus promotores , presentan diversos elementos cis que permiten que la regulacion
sea llevada a cabo por variados conjuntos de activadores trans, incluyendo ciertos factores
de trascripcion como lo son : AP-1, PEA3, Spl, B- catenina/Tcf-4 y el NF-xB. Muchos de
los promotores de MMPs son increiblemente semejantes y, de hecho, comparten algunos
elementos cis, lo cuél es consistente con observaciones en donde algunas MMPs son co-
reguladas en su expresion. En contraste, la composicion de los promotores funcionalmente
relacionados, como lo son las gelatinasas (MMP2 y MMP9) las colagenasas
(MMP1/MMP8) es completamente distinta.

En base a la composicion de los elementos cis, los promotores de las MMPs pueden ser
agrupados en tres categorias: El primer grupo, que comprende a la mayoria de los
promotores de las MMPs, contiene una caja TATA aproximadamente a -30 pb y un sitio de
unién AP-1 aproximadamente a -70pb. Los promotores de las MMPs de el segundo grupo

(MMP8,-11, y -21) tambien contienen una caja TATA, pero carecen de un sitio AP-1



proximal. La regulacion de estos promotores es relativamente sencilla y distinta con
respecto al primer grupo de promotores. El dltimo grupo de promotores (incluyendo MMP-
1, MMP- 2. y MMP-28) no poseen una caja TATA, de ahi que, la transcripcion en estos
promotores comienza en multiples sitios. Ademas la expresion de las MMPs en este ultimo
grupo esta determinada principalmente por la familia ubiquitinada Spl de los factores de
transcripcion que se unen a una caja GC cercana. La mayor parte de la expresion de estas
MMPs es “constitutiva”, como en el caso del promotor de la MMP2 humana, el cual
contiene ciertos elementos regulatorios cis, donde la expresion de esta enzima esta sujeta, al
parecer, a la regulacion por factores de transcripcién con una induccion en pequefia
proporcién por factores de crecimiento o citocinas, tal y como se puede observar en la Fig.
6.

La presencia de sitios de union a AP-len la mayoria de los promotores de las MMPs
responsabiliza a estos genes de los cambios en la actividad y / o cantidad de los
activadores trans correspondientes, ya sea solos o en cooperacién con PEA3. De hecho
una gran variedad de citocinas y factores de crecimiento, incluyendo interleucinas,
interferones, EGF, KGF,NGF, HGF, bFGF, VEGF, PDGF, TNF —a y TGF-B activan la
sefializacion celular culminando en la activacion de factores trans de los promotores de las
MMPs (27).
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Fig. 6 Elementos cis en los promotores de MMPs humanas (Tomado de Boyd et al. 2006). AP1 proteina activadora

1m, AP-2 proteina activadora 2; SP-1- sitio de unién; KRE-M9, factor responsable de diferenciacion de queratinocitos-1;

NF1, factor nuclear 1; NF-kB factor nuclear NF-kB; p53/AP-2 sitio obligatorio compuesto; PA sefial de poliadenilacién;

PEAZ3, reforzador A del polioma que une la proteina-3; RARE &cido retinoico; Si secuencia silenciadora; TATA, caja
TATA; TIE, TGF-b elemento inhibitorio; SAF-1, suero amiloide A que activa al factor-1.

Las regiones promotoras de genes inducibles de la MMP1, MMP3, MMP7, MMP9,

MMP10, MMP12 y MMP13 muestran una conservacion marcada de los elementos

regulatorios y su expresion es inducida por factores de crecimiento, citocinas y otros

factores ambientales, como lo es el contacto con la MEC.



En la expresion elevada de las MMP2 y MMP11 las regiones promotoras, que no
contienen elementos cis conservados, han sido observadas en enfermedades, indicando un
traslapamiento de mecanismos en la regulacion de la expresion de estos genes (23).

En algunos casos se presentan polimorfismos en la region promotora del gen vy, esto regula
la expresion génica alterando la interaccion que se da entre los factores de transcripcion y
los elementos cis presentes en dicho promotor. En varios promotores de MMPs han sido
reportado polimorfismos funcionales que derivan de inserciones o sustituciones de

nucleotidos sencillos (SNP).

Por ahora, es bien sabido que la expresion de los genes de MMP estd principalmente
regulada a nivel transcripcional, sin embargo, evidencias recientes (Yan et al., 2007),
sugieren que los mecanismos post-transcripcionales también estan involucrados en el
control de la expresion de las MMPs, en respuesta a ciertas sefiales (27). Ademas de la
regulacion transcripcional, la actividad de algunas MMPs, como por ejemplo la MMP2,
también estd regulada por factores enddgenos, que incluyen a la familia de las anti-

proteasas, conocidos como los Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas (TIMPS) (30).

Estudios recientes, sugieren que profundos cambios en la expresion y localizacion de
MMPs y TIMPs, tienen lugar en el microambiente de la FPI. En general, estos estudios
demuestran una sobreeexpresion de la colagenasa-1 (MMP-1) y ambas gelatinasas (MMP-
2 y MMP-9), asi como, la de los cuatro TIMPs. De manera particular, TIMP-2 esta

predominantemente expresada en miofibroblastos dentro de los focos fibréticos.

MMP2

El gen de la MMP-2 se encuentra en la region 16q13. Dicho gen presenta 17 kb de longitud
con 13 exones que varian en tamario desde los 110 a las 901 bp y 12 intrones que presentan
un rango de 175 a 4350 pb (Fig. 7). La alineacion de los intrones mostré que los intrones 1-
4y 8-12 del gen de la MMP-2 coincidian con la localizacién de los intrones en los genes de
la MMP-1 y la MMP-3, lo cuél indica una estrecha relacion estructural de estos genes de

metaloproteasas (23).
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Fig. 7 Localizacién cromosomica de la MMP2. Tomada de WwWWw.genecards.org

La MMP2 (gelatinasa A) tiene una actividad colagenolitica tipo IV, como se observa en la
Tabla 1 y esté constitutivamente expresada por las células de tejido conectivo, incluyendo
celulas endoteliales, osteoblastos, fibroblastos y miofibroblastos. La activacion de la pro-
MMP-2 que estd dada por uniones a membrana, localizada en una region restringida de
la superficie celular; asegura su actividad proteolitica, sobretodo contra los componentes de
la membrana basal

moléculas activas molecularmente incluyendo laminina, fibronectina y proteina 3

Iq23.1

potenciando la remodelacion de la MEC y generando muchas

quimiotrayente monolito (17).
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Tabla 1. Sustratos de la MMP2 y Pro-MMP activadas por esta. Tomada y modificada de Pardo et al. ,

2006.

MMP2 y MMP9 en FPI.

Las gelatinasas (MMP2 y MMP9) son el subgrupo de

estudiadas en enfermedades pulmonares intersticiales humanas y en modelos de fibrosis

las MMPs mas ampliamente


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=Mmp2

pulmonar experimentales, probablemente debido a la facilidad y gran sensibilidad en
revelar la actividad gelatinolitica a través de zimogramas de gelatina. Ambas gelatinasas
contienen repeticiones de fibronectina tipo Il dentro de sus dominios cataliticos, que resulta

en una mayor afinidad de unién por la gelatina y elastina.

MMP2( Gelatinasa A)

Uniones a gelatina Union a TIME2

———————— Fribronectina tipo II———
Carhoxile terminal

— _ Cuairoe motives de
Dominio catalitico hemope xina
Dominio sencille plegado

Péptido seiial  Ppyg

Fig. 8 Estructura de la MMP2 (tomada de Morgunova et al., Science 1999).

Las gelatinasas A y B, dos miembros de la familia de las MMPs que son producidas por
diferentes tipos de células pulmonares que han sido localizadas, entre otras superficies
celulares, en fibroblastos/ miofibroblastos subepiteliales y ocasionalmente en areas de
membranas basales alveolares desnudas, mostrando que degradan diferentes componentes
de la membrana basal, principalmente colagena tipo IV. Estos hallazgos sugieren que los
miofibroblastos juegan un rol en la degradacion de la membrana basal facilitando la
migracion a los espacios alveolares, contribuyendo al fallo en la correcta reepitelializacion
(13).

Es de importancia mencionar que a partir de los microarreglos de oligonucleotidos, se ha
encontrado que la expresion del gen de la MMP2 se encuentra fuertemente regulada de
forma positiva en tejidos de FPI y su forma activa esta generalmente incrementada en los
fluidos de lavados bronquiolo-alveolares (BAL).Ademas, la MMP2 y MMP9 se encuentran
generalmente sobrereguladas en modelos experimentales de fibrosis pulmonar y se

sospecha esta implicada en la ruptura de la membrana basal (13).
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La membrana basal es una estructura especializada de la MEC que incluye colagena tipo
IV, laminina, entactina, fibronectina, y heparan condroitin sulfato proteoglicano. Esta juega
un papel dindmico en mantener la integracion y diferenciacion del epitelio alveolar, y su
ruptura es importante en la patogénesis de la Fibrosis Pulmonar

La membrana degradada también puede contribuir al fallo en la reparacion ordenada de las
celulas epiteliales alveolares tipo | dafiadas.

De la misma forma, en fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, se ha encontrado,

actividad de la gelatinasa B y la disrupcion de la membrana basal epitelial alveolar (13).

Los activadores fisioldgicos principales de la pro-MMP2 (pro-gelatinasa A), son miembros
de la familia MT-MMP, y en MT1-MMP este proceso involucra la accion del TIMP-2 en
la formacion del complejo trimolecular de MT1-MMT/TIMP-2/pro-MMP2. TIMP-3 puede
sustituir a TIMP-2, no asi TIMP-1 en el proceso de activacion de la pro-MMP2 via MT1-
MMP.

En la FPI, la MMP2 es encontrada en células epiteliales bronquiales basales y alveolares y
en focos de fibroblastos. De forma interesante, las MT1-MT2-MT3-y la MT5-MMPs, los
activadores de la pro-MMP2 estan expresados mayormente por diferentes células epiteliales
en lugares similares, ésto es considerado un componente activador en la remodelacion
aberrante del microambiente del pulmén. Como ya se menciond, la MMP2 en su forma
activa puede provocar la ruptura de la membranas basales lo cual parece ser un evento
importante en la patogénesis de la FPI que incrementa la invasion de fibroblastos dentro de
los espacios alveolares. Ademas, la ruptura de la membrana basal, puede también contribuir
al fallo de la reparacién ordenada de las células epiteliales tipo | alveolares dafiadas,
afectando la reepitelializacién normal; incluso puede tener un papel letal adicional por la
induccion de apoptosis epitelial. De hecho, la integridad de la membrana basal es necesaria
para suprimir la muerte celular programada como ha sido demostrado en epitelio de

mamiferos y otros tejidos (14).

SNPs.



Las enfermedades en las cuales el rol de la MMP2 ha sido demostrado son caracterizadas
por variaciones en la susceptibilidad individual que implica el papel de factores genéticos.
Es por esto que la atencion ha sido enfocada en la répida elucidacion de nuevas clases de
marcadores genéticos denominados polimorfismos de nucleotido sencillo (SNP’s). Algunos
de estos polimorfismos de promotores tienen alelos especificos que afectan la regulacion
de la trascripcion del gen y estan asociados con el desarrollo y la progresion de diversas
enfermedades (17).

Los polimorfismos son distinguidos terminolégicamente de las mutaciones por un criterio
de frecuencia. Las diferentes formas de los polimorfismos (llamados “alelos”) son mas
frecuentes en las poblaciones con respecto a las mutaciones, esto es, en una frecuencia
mayor al 1 %. La gran mayoria de los SNP’s tiene dos alelos, representados por un cambio
de una base por otra. En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en el alelo
principal o el silvestre y el alelo raro o mutante, basado en su frecuencia observada en
poblaciones. Debido a que los humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres
genotipos: homocigoto para el alelo mas frecuente, heterocigoto u homocigoto para el alelo
menos frecuente (3). Los polimorfismos son la base de la evolucion y los que se
consolidan, pueden ser sinbnimos o proporcionar ventajas a los individuos aunque también

puede contribuir a causar enfermedades (7).

Hasta la fecha, han sido catalogados en la base de datos publica de SNP’s (dbSNP) mas de
9 millones de variantes en la secuencia de ADN. Se ha demostrado que los SNP’s se
presentan aproximadamente en 1 de cada 200 pares de bases en el genoma humano.
Basados en este dato se esperaria que existieran aproximadamente 6 millones de SNP “s en
el genoma humano, y de éstos, muchos ya han sido descritos en la dbSNP. Los SNP’s
pueden estar presentes en regiones codificantes y pueden provocar un cambio en un
aminoacido, a este tipo de SNP’s se les conoce como “no sinénimos”. Debido a que este
tipo de SNP’s afectan la funcion de la proteina, muchos investigadores han centrado su

atencion en estudios de asociacion genética en este tipo de variaciones.



Existen variaciones funcionales que pueden causar alguna enfermedad o susceptibilidad a
ésta, y pueden estar localizados en la region promotora del gen influenciando la actividad
transcripcional del gen (modulando la union de factores de transcripcion), en intrones

(modulando la estabilidad de la proteina), en sitios de “splicing” o en regiones intragénicas.

Un nivel adicional de variabilidad genética lo constituyen los haplotipos, los cuales estan
compuestos por un conjunto de SNP’s a lo largo de un mismo cromosoma Yy que son
heredados como una unidad. Practicamente, cada individuo tendrd dos haplotipos para un
fragmento dado del genoma, representados por los cromosomas paterno y materno debido a
que los alelos en los haplotipos son asignados a un cromosoma. Estos haplotipos son de
gran utilidad, ya que nos proporcionan informacion acerca de la recombinacion,

intercambio fisico del ADN durante la meiosis.

A diferencia de otro tipo de marcadores como los marcadores microsatelitales, los SNP’s
presentan una tasa menor de mutacién, por lo que son de gran ayuda en estudios de
genética de poblaciones para tratar de explicar fendmenos bioldgicos como la evolucion de

la raza humana.

Los estudios de asociacion se han convertido en el centro de atencién de muchos estudios
para identificar genes que estén relacionados con distintas enfermedades. A partir de esto
han surgido dos tipos de pruebas para el estudio de genes candidatos: pruebas directas y

pruebas indirectas.

En un estudio de prueba directa, el supuesto SNP responsable de una enfermedad es
genotipificado directamente. El reto de este tipo de estudios es predecir o determinar a
priori cuales SNP’s son los responsables del fenotipo de interés. Con frecuencia se
sospecha de un SNP si este es uno no sinonimo (ns SNP), es decir, si el SNP cambia el

aminoéacido en la proteina del gen de interés.

Por otra parte los estudios indirectos de asociacion genética difieren de las pruebas directas

en el hecho de que el estudio de los SNP’s no son probados directamente, es decir, este



tipo de estudios se basan en un estudio de ligamiento genético en el cudl utiliza
“marcadores neutrales” y no hace predicciones sobre la localizacion del gen responsable de
la enfermedad en estudio. Los estudios de asociacion indirecta son mas frecuentes en

estudios de casos- control (3).

El disefio de casos y controles llegd a ser ampliamente reconocido como una aproximacion
eficiente y cientificamente sélida en estudios a principios de los 50°s relacionando el cancer

pulmonar y el habito de fumar.

A partir de las pruebas indirectas dos estrategias han sido utilizadas para identificar los
genes y los polimorfismos que estan implicados en el desarrollo de ciertas enfermedades:

el andlisis de ligamiento y estudios de asociacion de genes candidatos.

El analisis de ligamiento requiere el reclutamiento de familias afectadas, mientras que el
estudio de genes candidatos es probado por estudios de asociacion de sujetos no

relacionados (1).

Estudios de asociacion genética.

En este tipo de andlisis se buscan polimorfismos individuales de genes implicados en la
patogénesis de la enfermedad, y asi se determina si existe algun tipo de relacién con ésta.
Para esto, se debe de identificar primero genes candidatos que se cree 0 se sabe son
importantes en la patogénesis de una condicion. Para que los genes lleguen a ser candidatos
debe existir un extenso estudio de la enfermedad y/ o comparar sus niveles de expresién
génica en tejidos normales y enfermos (a través de microarreglos de  ARN mensajero o
PCR en tiempo real). ElI proximo paso es el de identificar los diferentes polimorfismos
sobre el gen que pudieran estar afectando su funcion. Por ultimo se debe examinar si los
polimorfismos elegidos ocurren mas frecuentemente en individuos que tienen la
enfermedad, con respecto a una poblacién control, o si este tipo de variacion predice el

desarrollo de la enfermedad en un estudio de cohorte.



Una de las ventajas de este tipo de estudios de asociacion es que los sujetos de estudio son
individuos no relacionados, por lo tanto, no se requieren datos fenotipicos y genotipicos de
maltiples generaciones. Por otro lado, cabe mencionar, que una limitante es la asociacion
positiva que puede no presentarse siempre debido a un papel causante del polimorfismo en
la patogénesis de la enfermedad. Por ejemplo, las asociaciones de falsos- positivos pueden
ocurrir si un diferente grupo étnico (con diferente frecuencia del polimorfismo) esta

representado en exceso en el grupo de casos y controles (3).

Debido a la eficiencia y al tiempo requerido para completar un estudio de casos y controles
en relacién a un estudio completo de cohortes , los estudios de casos y controles han
proveido pruebas iniciales y han sido, si no la mayor, la fuente de evidencia para muchas de
las relaciones establecidas entre exposicion- enfermedad. Ya que pueden proveer evidencia
para los estimados de un riesgo relativo y atribuible y en algunas ocasiones el riesgo

relativo.

Los estudios de casos y control estdn generalmente limitados a una enfermedad curable,
pero son menos restringidos por la rareza de la enfermedad, mientras que los estudios de
cohortes (que incluyen cohortes completas, casos- control anidados o estudios de caso-
control) pueden dilucidar diversas enfermedades terminales. El objetivo de estudio con
casos- controles de una sola enfermedad como una entidad, permite aumentar el tiempo y
los recursos destinados a la recopilacién y documentacion de la informacion de la
enfermedad (por ejemplo, la patologia, el progreso y la histologia), proporcionando una
base de informacion mas rica para el estudio trayendo consigo beneficios como la

reduccidon potencial en errores de clasificacion, asi como un analisis méas profundo (1).

Relacion del polimorfismo —-1306 C—T con otras enfermedades.

Hasta el afio 2000 (Price, et al. 2000), se habian identificado, un total de 15 nuevas
variantes en las secuencia del gen de la MMP-2.Todas estas variantes fueron polimorfismos
de nucledtidos sencillos (SNP’s), entre las que destacan 7 transversiones y 8 transiciones,

distribuidas a través de todo el gen; 6 de ellas en el promotor que se pueden observar en la



Fig.9 y adicionalmente una en la regién 5! UTR, 6 en la region codificante , una en una

region intrénica y otra mas en la region 3'-UTR (17).

Recientemente, se reportd un SNP en el promotor de la MMP-2 localizado a —1306 pares
de bases, con respecto al inicio de la trascripcion. Este SNP consiste en la sustitucion de
una citosina (C) por una timina (T), esta sustitucion rompe un sitio promotor tipo Spl (caja
CCACC) mostrando una actividad més baja del promotor el alelo T con respecto al alelo
C. Lo anterior debido a la ruptura del sitio Spl, el cual es un factor de transcripcion
expresado ubiquitinadamente que se une a elementos ricos en GC/GT y regula una variedad
de genes. La caja CCACC ha mostrado ser esencial para la union Spl y la funcion del
promotor en diversos genes, activando invariablemente la transcripcion. El polimorfismo de
la MMP2 -1306 C—T que suprime la unién Spl tiene el potencial de afectar el nivel y la

especificidad de la transcripcion del gen (26).
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Fig. 9 Diversos polimorfismos encontrados a la fecha en el promotor de la MMP2. (Tomado de
Price et al., 2000)

La asociacion entre el polimorfismo -1306 C—T y la susceptibilidad a cancer humano ha
sido investigada en diversos estudios. Ha sido demostrado que el alelo -1306 C esta

asociado con un incremento en el riesgo de diversos canceres, incluyendo de pulmon, de



mama, gastrico, oral y colorectal (30). A la fecha, se ha comprobado la asociacion que

presenta el polimorfismo —1306 C—T con diversas enfermedades (Tabla 2 y 3).

Enfermedad OR IC Pob lacion de 5
95% estudio. (Casos- Controles)
HNSCC (Carcinoma
de células escamosas 197 123- T ailandesa.
de cabeza y cuello) 3.15
239 y 250
Céncer de colon 1959 1.05-363 China
126,126
Céancer de pulmdn 212 164-272 China.
1.57 1.27-195 770 y777
Céncer de mama. 215 1.13-4.11 Mexicana.
a0 y 96
Cancer de mama. 0.46 0.34.063 | Mujeres Chinas
462 y509
Carcinoma esofagico 6.53 1.16-9.63 Thai China
de Células escam osas
527 y777
GCA (adenocarcinoma 3.36 234-.497
gastrico de cardias) L 356 y789
Riesgo de metastasis Sin 036-2.20 China
del cdncer durante el | asociacidn
AR, 275y318
Céncer de vejiga sin Caucasica
asociacion 560 y560

Tabla 2. Asociacién del SNP -1306 C—T y su relacidn con diversas enfermedades

Frecuencias génicas.
Control Pacientes

Enfermedades C/C CiT TT C/C CiT 7T
Adenocarcinoma de gdstrico de cardias. (Miao et al., 2003) 0.69 0.29 0.02 0.86 012 0
Cancer de coldn (Xu ef al., 2004) 0.73 0.25 0.016 0.54 0.15 0.008
Fibrosis Pulmonar Idiopética (2008) 0.62 0.32 0.005 0.77 0.22 0.001
Céncer de mama (Zhou ef al., 2004) 0.68 0.30 0.012 0.52 0.17 0.004
Céncer de pulmdn (Zhou et al., 2005) 0.69 0.28 0.0023 0.52 0.16 0.0014
Cancer de esofago (Yu et al., 2004) 0.68 0.28 0.0023 077 021 0.001
Cancer de mama (Roehe ef al., 2006) 0.66 0.32 0.02 07 0.24 0.06
Céncer de pulmén (Rollin et al., 2006) 0.67 0.32 0.001 0.67 0.31 0.002
Cancer de mama (Delgado-Enciso et al., 2008) 0.52 0.43 0.004 07 0.28 0.002
Enfermedades coronarias (VaZka A. ef al., 2004) 0.53 0.42 0.005 0.6 0.35 0.005

Tabla 3. Frecuencias genotipicas en pacientes y controles obtenidas a partir de estudios realizados en el

polimorfismo -1306 C/ T del promotor de la MMP2 en diversas enfermedades.



Obijetivo general.

Determinar la relacion del polimorfismo (SNP) -1306 C — T con el desarrollo de la

Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI).



Metodologia.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN, obtenida previamente en el laboratorio, fue realizada con ayuda del
kit BDtract GENOMIC ADN, (Maxim Biotech, Inc.), empleado para aislar répida y
eficientemente  ADN gendmico de peso molecular alto a partir de sangre total, cultivos
celulares, bacterias y tejidos. Este kit no requiere de fenol, cloroformo y de otros
compuestos organicos para la extraccion. EI ADN se encuentra libre de ARN, proteinas y
enzimas de degradacion. Este método es seguro, rapido y simple para la preparacion de
ADN a partir de diferentes muestras.

Poblacion de estudio.

A partir del ADN gendmico previamente extraido de las muestras de sangre periférica se
genotipificaron 268 sujetos control y 133 pacientes con diagndstico de fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI). Los sujetos fueron todos mestizos mexicanos obtenidos del INER
(Instituto de Enfermedades Respiratorias)

A partir de estas muestras se llevo a cabo la identificacion del polimorfismo presente en la
region —1306 de la MMP-2 por medio de la técnica de PCR- RFLP.

PCR-RFLP.

Esta técnica radica en el corte con endonucleasas de restriccion de los productos
amplificados por PCR. En biologia molecular, el término polimorfismos en la longitud de
los fragmentos de restriccion o RFLP (del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism) se refiere a secuencias especificas de nucledtidos en el ADN que son
reconocidas, (debido a su variacion que presentan entre individuos) y cortadas por las

enzimas de restriccién, también llamadas endonucleasas.
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Para digerir ADN con una enzima de restriccion dada, el ADN es mezclado con una enzima
en un buffer que es apropiado para llevar a cabo una actividad 6ptima de la enzima. La
mezcla es incubada por un periodo de tiempo (de una hora a toda la noche, dependiendo de
la muestra).La capacidad de la enzima de digerir el ADN es comprobado en un gel de
electroforesis. Si dos productos de PCR presentan una variacion de la secuencia
nucleotidica, en los sitios de reconocimientos de las enzimas de restriccion, generaran

distintos patrones de fragmentos.

El SNP del promotor de la MMP-2 fue determinado por una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR- RFLP).

La region promotora de MMP-2 se amplificd por PCR utilizando iniciadores que flanquean

la region promotora (269 pb) que contiene el sitio polimdrfico de la metaloproteasa.

Los oligonucledtidos de PCR empleados para amplificar un fragmento de 269 pb para el
SNP de la region -1306(G —T), fueron:

OLIGONUCLEOTIDOS

Sentido: 5’ cttectaggcetggtecett 3,
Antisentido: 5’ ctgagacctgaagagctaaagaggt 3’

La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 15 pl, que contenia [5 ng/ pl. ] de ADN,
50mM de MgCl,, 25mM Buffer 10X Tag ADN polymerase, 2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
cada primer y 2.5 U de enzima Taq ADN polymerase (Invitrogen, CA).



Reactivos Cantidades

MgCl, 1 pl.
Buffer 10 X 25 ul
dNTP's 25l
Primer sense 25l
Primer antisense 25l

H,0O 13.75 pl

Taq Invitro 0.25 nl
Volumen Total 25l

Se le agregd a cada reaccion 2 pl. de ADN [Sng/ pl. ]

Las condiciones de PCR fueron.

El ciclaje fue realizado en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, CA).

Los productos de la PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2 % y posteriormente

fueron digeridos con una enzima de restriccion especifica (Bfal) la cual reconoce al alelo

T.

Bfa |

94° C 94° C 64° C 72°C 72°C
2 minutos 30 segundos | 30 segundos | 45 segundos | 7 minutos
v
44 ciclos




Secuencia de reconocimiento.

..CTAG...
..GATC...

Posterior al corte.

..C|TAG...
..GAT|C...

Los amplicones fueron digeridos con la endonucleasa de restriccion adecuada. La
endonucleasa de restriccion usada fue Bfal (-1306 C—T).Una alicuota de 15-pl del

producto de PCR fue digerida a 37 °C durante toda la noche en una reaccion de 20-pl, que

contenia:
Mluestra 15 pul
Enzima Bfa 1.5 ul
Buffer reactive 2l
H, O 1.5 ul
Volumen Total | 20 pl

Posterior a la digestion, los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 2%, tefiido

con bromuro de etidio.



Resultados.

Para poder identificar la secuencia especifica de nucleotidos (SNPs) en la region -1306 del
promotor de la MMP2, se empleo la técnica de RFLP que utiliza enzimas de restriccion
(también Ilamada endonucleasa), que reconocen sitios especificos, en este caso la enzima
Bfa I, reconocid el sitio Spl del promotor cortdndolo y permitiendo asi observar la
variacion de los genotipos (homocigos C/C o T/T y heterocigos C/T) entre los individuos
estudiados, facilitando asi el andlisis estadistico de los datos para determinar el riesgo

relativo de padecer FPI.

Marcador CIT CIC CIT TIT  CiC CIT

200pb _,

100pb _,

Fig. 10Gel de agarosa al 2%, mostrando los genotipos C/C, C/T, T/T de la MMP2 para el

polimorfismo de la region -1306 C—T

El gel se interpret6 de la siguiente manera: para el Genotipo C/C, se obtuvo un producto
integro de 195 pb (homocigoto), el genotipo T/T es el fragmento totalmente digerido
(homocigoto) obteniendo dos productos uno de 31 pb, que no se aprecia en la foto, debido
a su bajo pero molecular y otro de 164 pb; finalmente el genotipo C/T produce el producto
integro de 195 pb mas el producto de la digestion (heterocigoto) que son dos productos
uno de 164 pb y otro de 31 pb (Fig. 10).

Los datos de la genotipificacion son presentados en la tabla 2. Las frecuencias de los tres
genotipos para la region -1306 de la MMP2 entre controles no fueron diferentes de
aquellos valores esperados a partir del equilibrio de Hardy-Weinberg (p=.9688). Sin

embargo las frecuencias genotipicas fueron diferentes entre cada uno de nuestros pacientes


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Endonucleasa&action=edit&redlink=1

(p=0.0085), con el genotipo -1306 C/C sobreexpresado. El analisis estadistico mostro que
los genotipos -1306C/C presentaban un riesgo dos veces mas elevado de desarrollar FPI
(OR, 1.99 95% ClI, del 1.22-3.31), comparado con aquellos que no lo presentaban.

Las frecuencias alélicas para el alelo- 1306C y el -1306 T de la MMP2 fueron de 0.78 y
0.22, respectivamente, entre 268 controles y de 0.88 y 0.12, respectivamente, entre 133
pacientes (Tabla 4). Las frecuencias de los tres genotipos de la MMP2 en controles fueron
C/C con 0.623, C/T 0.32; y T/T, 0.055, lo cual correlaciona perfectamente con la Ley del
equilibrio de Hardy-Weinberg (p=.96).

Genotipo Pacientes (n=133) Controles (n=268) el OR (95%IC)
MMP2 -1306 C/T n n
2 3 1
cic 102 0.767 167 0.623 0.005 199 1.22-331
C/T 29 0218 86 0.32 0.05 038 034-096
T 2 0.0150 15 0.055 012 028 004-130

Tabla 4. Frecuencias genotipicas para el polimorfismo de la region- 1306 del promotor de MMP-2 en

pacientes con FP1 y sujetos control.

En la siguiente grafica (Fig. 11) se puede apreciar una mayor frecuencia para el genotipo
CC enindividuos con FPI, a diferencia de los individuos portadores de los genotipos CT y

TT respecto a los controles.
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Genotipos

Fig. 11 Frecuencias genotipicas de pacientes con FPI y control.

La tabla 5 muestra los valores obtenidos para las frecuencias alélicas (Cy T), a partir del
programa Epilnfo, apreciandose un aumento en la frecuencia del alelo C en pacientes con

FPI1 con respecto al los controles.

MIMIF2-1306 C/T

Allelos
C T
Pacientes 23387 59%) 33 (12.41%)
Controles 420 (78.36%) | 116 (21.64%)
F value 0.0015443
OF [@5% CI 0.5128 (0.3374-0.7793)

Tabla 5. Frecuencias alélicas para MMP2 en pacientes con FPI y sujetos controles.

En la siguiente gréafica (Fig.12) se observan frecuencias mas altas para el alelo C respecto

al alelo T, tanto en controles como en pacientes con FPI.
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Fig. 12 Frecuencias alélicas para sujetos con control y con FPI.

Finalmente en la tabla 7, se conjuntan la X?> y p de los valores observados en genotipos
alelos y en equilibrio de Hardy-Weinberg, que me permitié describir el contenido genético
de mi poblacion diploide, estableciendo asi que, después de una generacion, las
frecuencias genotipicas de el locus -1306 puede representarse en funcion de sus

frecuencias alélicas de sujetos controles y pacientes con FPI.

Hardy-Weinberg Zenotipos Alelos

e o value 7 o value 7 o value
Control 0.777406014 0.3747
FPI 0.001406021 0.9555 9.531 0.00351853 10.025 0.0015443

Tabla 7. X* en el equilibrio de H-W, X? de asociacién para los alelos y genotipos del
polimorfismo -1306 C/T.



Discusion y Conclusiones.

Las metaloproteasas de matriz pueden degradar un amplio espectro de proteinas de matriz
extracelular dando como resultado un equilibrio en la sintesis, remodelacion y destruccion
de ésta, sin embargo, la perdida de dicho equilibrio ha sido asociado a la invasién de
cancer y metastasis, destruccion de cartilago en la artritis, ruptura de la placa
ateroesclerotica y desarrollo de aneurismos. Estudios diversos han demostrado variaciones
en las secuencias en el promotor de diversos genes de MMPs mostrando efectos alelo-

especificos en la actividad transcripcional de dichos genes (28).

A partir de microarreglos de oligonucleotidos se ha determinado que la expresion de la
MMP2 se encuentra fuertemente regulada de manera positiva en tejidos de la FPI,
mostrando un incremento en los tejidos de lavados bronquio alveolares (14). La MMP2
(gelatinasa A) tiene una actividad colagenolitica tipo IV y esta constitutivamente expresada
por la mayoria de las células de tejido conectivo que incluyen tanto células endoteliales
como osteoblastos, fibroblastos y mioblastos (17). Su activaciébn mediante uniones a
membrana de la pro-MMP2 asegura su actividad proteolitica, predominantemente en contra
de componentes de la membrana basal, favoreciendo su ruptura (evento importante en la
FPI), a través de la invasion de fibroblastos dentro de los espacios alveolares y en los
focos fibroblasticos. Asi mismo puede contribuir también al fallo de la reparacion
ordenada de las células epiteliales tipo | alveolares dafiadas, afectando la repitelializacion
normal y produciendo un papel deletéreo adicional por la induccién de apoptosis epitelial
(14).

A la fecha, la mayoria de los estudios en MMP2 se han enfocado en demostrar el papel
esencial en la invasion por células promotoras durante la angiogénesis tumoral, artritis y
aterogenesis, asi como la metéstasis tumoral donde los niveles de expresion de la MMP2
pueden estar relacionados con el grado tumoral. Las enfermedades en las cuales el papel de
la MMP2 ha sido demostrado estan caracterizadas por una variacion en la susceptibilidad
individual (17).



La base de la variacion en la susceptibilidad individual puede ser dividida en dos
componentes principales, uno genético-molecular y otro ambiental, que se interrelacionan

constantemente a lo largo de la vida de cada ser vivo.

La existencia de diferentes variantes en una determinada region del ADN ha llevado a la
generacion de un nuevo concepto: el polimorfismo de ADN como marcador genético. Bajo
este término estaria incluido todo aquel caracter mendeliano que se presenta al menos bajo
dos formas alteARNtivas (denominadas cada una de ellas alelo) en una poblacion, con una
frecuencia siempre superior al 1%, y cuyo mantenimiento no depende de la mutacion

recurrente.

Algunos de estos polimorfismos estdn presentes en regiones promotoras dando como
resultado un efecto alelo-especificos en la regulacion de la transcripcion de genes de
MMPs. EI polimorfismo de la region -1306 C—T se mantiene como uno de los que han
demostrado su capacidad para alterar los niveles de expresion de la MMP-2 y ha sido
asociado con el desarrollo de cancer de colon, estbmago, cavidad oral, mama y de pulmon.
Sin embargo, los estudios en este tema son pocos y han sido realizados principalmente en
poblaciones Chinas (4)

De esta forma, los polimorfismos en los genes de MMPs pueden ser buenos candidatos
para elucidar factores genéticos de riesgo presentes en enfermedades cuya patogénesis
involucra una degradacién y remodelacion activa de matriz extracelular (28) es por esto
que en el presente estudio, se investigo la posible asociacion de el polimorfismo (SNP) -

1306 C—T de la MMP-2 con el desarrollo de la FP1 en una poblacion mexicana.

El sitio Sp1, entre otros elementos promotores como el sitio AP-2, ha permitido comprobar

su importancia en la regulacién de la expresion constitutiva de la MMP-2

La presencia del sitio promotor Spl en el alelo -1306 C de la MMP-2 puede aumentar la
transcripcion, la cual, ha sido corroborada, incluso, en experimentos de transfeccion
transitoria in vitro, de manera que la expresion de la MMP-2 es mayor en individuos que
portan el genotipo CC, que en aquéllos que presentan un genotipo CT o TT. Lo anterior

debido a la transicion C—T generalmente funcional en la region -1306 del gen de la MMP-



2, destruyendo un sitio promotor tipo Spl (caja CCACC), generando una actividad del
promotor sorprendentemente mas baja con el alelo T.

Los métodos de andlisis de ligamiento tradicionales para mapear genes de desordenes
mendelianos no han sido tan exitosos en estudios de enfermedades complejas incluyendo
enfermedades cardiacas, cancer y desordenes artriticos. Es por esto que la atencion se ha

enfocado en los de marcadores genéticos antes mencionados, SNPs.

Los datos presentados con anterioridad en diversos trabajos muestran que la ausencia de la
secuencia consenso Spl del alelo 1306 T de la MMP-2 produce un nivel méas bajo de
proteina de MMP-2 en individuos que portan el genotipo CT o TT a diferencia de aquéllos
que llevan el genotipo CC. Debido a que la MMP-2 ha mostrado jugar un papel muy
importante en la FPI, si ésta tuviera una expresion reducida, entonces, deberia existir a una

reduccion en el riesgo de presentarla

El andlisis estadistico mostr6 que los sujetos que portaban el genotipo -1306 CC
presentaron un riesgo relativo 2 veces mas elevado de presentar FPI (OR 1.99, 95 % IC
1.22-3.31, p= 0.005), comparado con sujetos portadores de al menos una variante del alelo

T, lo que sugiere que el alelo C, podria ser un alelo de riesgo.

Las frecuencias alélicas para el alelo C fueron de 0.783 y para el alelo T 0.216 en
controles, comparados con los valores de 0.876 y 0.1241 en pacientes con FPI (p value
0.0015443). Las distribuciones del genotipo en pacientes fueron de 76.7% (CC), 21.8%
(CT)y 1.5 % (TT) y para los controles fueron de 0.62 (CC), 0.32 (CT) y 0 .005 (TT). De
acuerdo con nuestros datos las frecuencias en este polimorfismo no se desviaron de los
valores esperados por el equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0.96 y 0.37, respectivamente),
razon por la cual consideramos que en el momento actual no estaria bajo una presion de
seleccion de importancia y, por tanto, no es esperable un cambio en las frecuencias de

generaciones futuras.

A pesar de que los pacientes homocigotos TT no funcionaron para demostrar una

diferencia con los controles, debido a la rareza de este genotipo, tanto en pacientes como en



controles, la frecuencia del heterocigoto (CT) fue significativamente mas baja (0.218 contra
0.32;¢* = 4.11, p= 0.05).

Al comparar las frecuencias alélicas del grupo control del presente trabajo (C=0.78 y
T=0.22) con las obtenidas en el estudio de cancer de mama en una poblacion mexicana (C
=0.74 y T =0.26) publicado el afio del 2008 por el grupo de trabajo de Delgado-Enciso se

encontré una similitud entre estas frecuencias.

Lo cual demuestra que a pesar de que la muestra empleada en ambos estudios, difirio en
cantidad y lugar (Colima / D.F.), la similitud en la proporcion de las frecuencias alélicas es
muy grande, por lo tanto podemos inferir que la proporcidon en la que se presentan los alelos
de dicho polimorfismo en nuestro pais se mantienen constantes. Diversos estudios en otras
poblaciones han dado lugar a resultados contradictorios, como aquellos reportados por
Elander et al, 2006, en el cual no fue encontrada ninguna asociacion entre los
polimorfismos del promotor de la MMP2 y cancer de colon en una poblacién Sueca. Otro
estudio un poco mas reciente llevado a acabo en una poblacion de Brasil no mostro

asociacion entre el polimorfismo -1306 C—T y cancer de mama.

A pesar de los datos contradictorios arriba mencionados, podemos observar en la tabla 3
(véase la introduccion) la semejanza entre los valores de las frecuencias del genotipo -
1306 C/C del presente estudio (0.767) y los obtenidos en estudios realizados en diversas
enfermedades, donde la frecuencia con mayor cercania se presenta en el estudio de cancer

de colon realizada por el equipo de Xu et al, 2004.

Estos datos sugieren que esta variante génica, la cual influye en la trascripcion del gen de la
MMP2 es un candidato importante para probar su asociacion en un amplio espectro de
patologias en las cuales el papel de la MMP2 esta involucrado, incluyendo aterogénesis,
invasion tumoral, metastasis y de acuerdo a los resultados obtenidos también en el

desarrollo de la FPI.



La informacion obtenida, aunada a las bibliografia consultada , nos permitiran realizar en
un futuro un analisis mas profundo de la variabilidad en el promotor del gen de la MMP-2
el cual se espera, podra ayudarnos a dilucidar y entender de mejor forma la susceptibilidad
individual, abriendo puertas a terapias mas personalizadas. Hasta ahora se han encontrado
una serie de polimorfismos en el promotor de la MMP-2, los cudles se han relacionado con
maltiples enfermedades, permitiendo llevar a cabo estudios multivariados, incluyendo el
desequilibrio por ligamiento. Es por esto que seria interesante continuar con el estudio de
mas polimorfismos, buscando al mismo tiempo la regulacion existente entre ellos, asi
como con otros promotores de MMPs, ya que como se ha mencionado con anterioridad,
cualquier variante genética que se presente naturalmente puede afectar el nivel de expresion

del gen y por lo tanto se esperaria un impacto en la progresién o desarrollo de la FPI.



Abreviaturas.

ADAM: Metaloproteasa con motivos de desintegrina.
ADAMTS: Metaloproteasa con motivos de desintegrina tipo tromboispondina.
Alfa-SMA: alfa-actina de musculo liso.
AP-1: proteina activadora 1
AP-2: proteina activadora 2
BAL.: lavado bronquio alveolar.
Beta-catenina/Tcf-4
CA-MMP: Metaloproteasa en motivos de arreglo de cisteina.
dbSNP: double strand single nucleotide polymorphism.
ADN: acido desoxiribonucleico.
FPI- fibrosis pulmonar idiopatica.
GAGs: Glucosamino glucanos.
IGF-1: Factor de crecimiento
I1P- neumonias intersticiales idiopaticas.
ILD- por sus siglas en inglés interstitial lung diseases, enfermedades pulmonares
intersticiales.
MEC- matriz extracelular.
MMPs- metaloproteasas de matriz.
MT-MMPs- MMPs tipo membrana.
NF-kappa B:
OR: Odd Ratio
pb- pares de bases.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
RFLP: polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion.
ARN: acido ribonucleico.
SNP’s- polimorfismos de nucleétido sencillo.
TGF —B- factor de crecimiento transformante beta.
TGF-Beta: factor de crecimiento transformante beta.

TIMPS- inhibidores Tisulares de Metaloproteasas.



TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa.
TNF-o - factor de necrosis tumoral alfa.
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.
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