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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares, el cancer y las enfermedades pulmonares
cronicas son las que mas defunciones provocan mundialmente. Por esta razén,
se realizan varias investigaciones enfocadas en el estudio de las alteraciones
genéticas que se presentan en estas patologias. Dentro de estas
investigaciones, las metaloproteinasas de matriz (MMPSs) han despertado un
gran interés, ya que cumplen un papel fundamental en varios procesos
patolégicos. Las MMP-14 son metaloproteinasas que forman parte de las
membranas basales, participan en eventos proteoliticos y pueden activar a
otras proMMPs. Varios estudios han determinado que la presencia de ciertos
polimorfismos localizados en el promotor del gen MMP-14 puede influir en la
expresion de la metaloproteinasa. Estos cambios en la expresion pueden
relacionarse con el desarrollo de las patologias mencionadas. Entre los
polimorfismos estudiados se encuentra el -165G/T. El objetivo del estudio fue
determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo mencionado
en la poblacion ecuatoriana y comparar nuestros resultados con los obtenidos
para otras poblaciones. Con este fin, se analiz6 el ADN extraido a partir de
sangre periférica de 103 individuos sanos. El analisis genotipico se llevé a cabo
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa y secuenciacion tipo Sanger.
Los andlisis de las secuencias obtenidas se realizaron con el software
Geneious. Se realizé un analisis del equilibrio Hardy-Weinberg, y se determiné
que la poblacion se encontraba en equilibrio. ElI genotipo (G/T) fue el mas
frecuente en la poblacion en estudio con un 58,25 %, seguido por el genotipo
(T/T) y finalmente el genotipo (G/G) este ultimo con la menor frecuencia, por
lo que se concluy6é que en la poblacién estudiada el homocigoto raro es el
genotipo (G/G). Se sugiere que estas diferencias en la distribucion genotipica
pueden deberse a las diferencias étnicas entre las poblaciones o por
variaciones genéticas en la poblacién ecuatoriana causadas por endogamia.
Por los resultados obtenidos y la bibliografia consultada se sugiere que el
genotipo (G/T) puede tener un papel protector en el desarrollo de algunas

patologias. Se recomienda hacer el mismo estudio en pacientes con las



patologias de interés y comparar los niveles de expresion de MMP-14 en

dependencia del genotipo.
Palabras clave

MMP-14, polimorfismos, frecuencias genotipicas, enfermedades

cardiovasculares, cancer.



Abstract

Cardiovascular diseases, cancer and chronic lung diseases are the leading
death causes worldwide. For this reason, several investigations currently are
being carried out focus on the study of genetic alterations that occur during the
development of these pathologies. During these investigations, matrix
metalloproteinases (MMPs) have aroused great interest, since they play a
fundamental role in various pathological processes. MMP-14 is a
metalloproteinase that is part of the basal membranes, participates in proteolytic
events and can activate other proMMPs. Several studies have established that
the presence of certain polymorphisms located in the promoter of the MMP-14
gene can influence the expression of this metalloproteinase. These changes in
expression could be related to the development of the aforementioned
pathologies. Among the studied polymorphisms stands -165G/T. The aim of the
study was to determine the genotypic and allelic frequencies of this
polymorphism in the Ecuadorian population and compare our results with those
obtained from other populations. To accomplish this, we analyzed DNA
extracted from peripheral blood of 103 healthy individuals. The genotypic
analysis was carried out by polymerase chain reaction and Sanger type
sequencing. The bioinformatics analyses of the sequences obtained were
performed with the Geneious software. Analysis of the Hardy-Weinberg
equilibrium was additionally carried out, and it confirmed that the population was
in genetic equilibrium. Genotype (G/T) was found to be the most frequent in the
studied population, exhibiting a 58.25 % prevalence, followed by genotype (T/T)
and genotype (G/G), the latter showing the lowest frequency. It was therefore
concluded that genotype (G/G) is the rarest homozygote in the study
population. It is proposed that these differences in genotypic distribution may be
due to ethnic differences between populations or genetic variations in the
Ecuadorian population caused by inbreeding. Based on the obtained results
and an extended search of relative bibliography, it is suggested that (G/T)
genotype may have a protective role in the development of some relevant

pathologies. We propose that a similar study be performed in patients with



pathologies of interest and to investigate the expression levels of MMP-14

depending on the genotype.
Keywords

MMP-14, polymorphisms, genotypic frequencies, cardiovascular diseases,

cancer.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

Las metaloproteinasas de matriz (MMPS) son enzimas que constituyen una
familia de endopeptidasas que dependen del zinc. Estas moléculas cumplen un
papel fundamental en varios procesos fisiolégicos y patolégicos, entre los mas
importantes estan: el crecimiento celular, la inflamacion, la angiogénesis, la
carcinogénesis (etapas tempranas), la invasion y el desarrollo de metéastasis
tumoral (Coronato, Laguens, & Girolamo, 2012). Se clasifican principalmente
en cinco grupos: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y
metaloproteinasas asociadas a membrana denominadas MT-MMP (Coronato,

Laguens, & Girolamo, 2012).

Las MT-MMP son parte de las membranas basales y tienen una gran
relevancia en los eventos proteoliticos, ademas de que pueden activar a otras
proMMPs. Se pueden dividir en dos tipos: las proteinas transmembrana,
MMP-14, MMP-15, MMP-16 y MMP-24 y las proteinas que poseen
glicofosfatidilinositol, entre las que podemos mencionar a MMP-17 y MMP-25

(Coronato, Laguens, & Girolamo, 2012).

Estas moléculas estan involucradas en una serie de procesos clave a nivel
celular por lo cual han despertado un gran interés en la comunidad cientifica en
los ultimos afios. Todas las metaloproteinasas conocidas hasta el momento
tienen una relacion directa o indirecta con el desarrollo de algunas
enfermedades, no obstante, ciertas MMPs tienen un papel mas relevante que
otras, este es el caso de la MT1-MMP o MMP-14 (Angosto & Alvarez-Gomez,
2010). Esta enzima tiene la capacidad de degradar algunos componentes de la
matriz extracelular y procesa ciertas proteinas que se encuentran en el entorno
pericelular, ademéas es un activador especifico de la proMMP-2 (Zhai et al.,
2005).



La metaloproteinasa 14 es considerada una enzima clave en el desarrollo de
varias enfermedades de relevancia como: enfermedades cardiovasculares,

cancer y enfermedades pulmonares crénicas (Zhai et al., 2005).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Ilas enfermedades
cardiovasculares son un conjunto de alteraciones a nivel de corazén y vasos
sanguineos que comprometen su fisiologia. La cardiopatia isquémica es la
enfermedad cardiovascular que mas discapacidad y fallecimientos causa. Esta
patologia se debe a que el flujo sanguineo que va hacia el corazén disminuye
por un bloqueo en las arterias encargadas de llevar la sangre al mismo, este
bloqueo puede ser parcial o completo y puede resultar en un infarto agudo de
miocardio (Diaz, 2011, pp.14).

Algunas investigaciones han podido dilucidar varios datos acerca del origen
genético de las enfermedades cardiovasculares. Se ha analizado el
funcionamiento de varios genes y los cambios en sus secuencias nucleotidicas,
para estudiar el origen de las enfermedades cardiovasculares heredadas
(Kathiresan & Srivastava, 2012). Asimismo, se ha venido estudiando la funcion
de algunas proteinas que participan en procesos fisioldgicos relevantes. En
otras palabras, se estan estudiando los mecanismos moleculares involucrados

en el ataque cardiaco y los momentos que le suceden (Spinale et al., 2010).

Por otra parte, el cancer es una patologia que comprende varias enfermedades
que se basan en el crecimiento de células anormales, las cuales se
caracterizan por dividirse y diseminarse de una manera descontrolada y rapida
(Puente & Velasco, 2017). Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, el
cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial y entre la lista de los
cinco tipos de cancer que causan un mayor numero de decesos se encuentran

el cancer de pulmon y el de mama.



Estas neoplasias malignas involucran procesos moleculares de alta
complejidad, no obstante, se conoce que existen varios factores de riesgo que
aumentan la probabilidad de que una persona padezca este tipo de patologias.
Actualmente se ha dilucidado que ademas de los factores ambientales, ciertos
factores genéticos influyen en que una persona esté predispuesta a desarrollar

cancer.

Las investigaciones recientes se estan enfocando en el estudio de las
alteraciones genéticas y otras anomalias moleculares que se presentan en el
proceso del desarrollo tumoral. El analisis se ha centrado en el estudio de
ciertos genes que codifican para proteinas que se encuentran involucradas en
procesos claves, tales como: divisién celular, deteccién y reparacion del dafio
del ADN, apoptosis, vias transductoras de sefiales y moléculas de adhesién
celular (Sanchez & Rosell, 2005, pp. 47).

Estudios previos demuestran que casi todos los carcinomas invasivos tienen
una alta expresion de la MMP-14, entre ellos el cancer cervical, el cancer de
mama, el carcinoma hepatocelular, y el cancer de pulmoén (Zhai et al., 2005). La
MMP-14 tiene actividad sobre el sistema del complemento lo cual facilita el
proceso de metéastasis, por lo que se ha propuesto a esta enzima como una
posible diana para el disefio de farmacos dirigidos a neoplasias malignas con
capacidad metastasica (Rozanov, Savinov, Golubkov, Tomlinson, & Strongin,
2006).

Varios estudios han determinado que la presencia de ciertos polimorfismos
localizados en el promotor del gen MMP-14 pueden influir en la unién de
factores de transcripcion afectando asi la expresion de la metaloproteinasa
(Tee et al., 2012). Estos cambios en la expresion pueden relacionarse con el

desarrollo de varias patologias; entre ellas algunos tipos de cancer como el de



pulmén y el carcinoma hepatocelular. En un estudio previo se observé que los
genotipos para los polimorfismos MMP14 +6767 G/A y +7096 C/C implican un
menor riesgo para desarrollar el carcinoma hepatocelular; estos resultados
sugieren que la presencia de estas variantes polimérficas pueden afectar la
expresion de MMP-14 (Chen et al.,, 2011). Una investigacion enfocada en la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), ha demostrado que los
polimorfismos que se encuentran en la region promotora del gen que codifica
para la MMP-14. -165 G/T y -72 G/A traen como consecuencia la
sobreexpresion de la MMP-14 e incrementan su actividad lo que podria resultar

en la degradacién de la matriz pulmonar (Saitoh et al., 2005, pp. 621-626).

En un estudio previo se investigd la asociacion entre los polimorfismos
ubicados en el promotor del gen que codifica para MMP-14 y el desarrollo de
cancer oral, y se pudo evidenciar que los individuos que presentaban el
polimorfismo -165 G/T (rs1003349) tenian un mayor riesgo para desarrollar la
enfermedad (Weng, Chen, Lin, Chung, & Yang, 2012).

Otro estudio realizado en Taiwan sugiere una asociacion entre los
polimorfismos localizados en el gen que codifica para la metaloproteinasa de
matriz MMP-14 y el cancer de pulmén de células no pequefias. En este estudio
se analizé el polimorfismo -165 G/T y se pudo observar una diferencia
significativa en la distribucién de las frecuencias del genotipo -165 G/T entre los
pacientes con cancer pulmonar y los individuos sanos. Ademas, segun los
analisis estadisticos realizados en el estudio se pudo determinar que existe una
mayor asociacion entre el cancer pulmonar y el genotipo -165 T/T en
comparacion con los genotipos GG/GT (Lee, Cheng, Chen, Shih, & Chen,
2011).



En un estudio realizado en la Universidad de Carolina del Sur investigaron las
consecuencias de la sobreexpresion de MMP-14 en un cuadro de infarto agudo
de miocardio. Se pudo determinar que la expresion de MMP-14 fue alta en el
momento que ocurre el infarto y después de haber sucedido. Se comprobé que
los individuos que presentaron una expresion mas alta de MMP-14 mostraron
una menor supervivencia (Spinale et al., 2010). Los investigadores aducen que
este resultado se debe a que esta enzima participa en varios procesos dentro
de la remodelacién cardiaca que se da en respuesta a la lesion que sufre el
corazén tras experimentar un infarto. La actividad proteolitica de MMP-14
impide una adecuada remodelacion de los ventriculos. Por esta razon, el gen
que codifica para la MMP-14 constituye una posible diana terapéutica.
Disminuyendo su  expresion se podria conseguir una menor actividad
proteolitica y por ende una remodelacién mas eficiente del miocardio (Spinale
et al., 2010).

Varios estudios acerca de la biologia molecular de las enfermedades
cardiovasculares han permitido conocer la fisiopatologia de las mismas,
permitiendo establecer las bases moleculares de procesos inflamatorios que
son los precursores de varias enfermedades como la aterosclerosis (Poutriel,
Pestana, Medina, & Pérez, 2011). En China se realiz6 un estudio en el que se
observé una asociacion positiva entre el polimorfismo + 7096 T/C ubicado en el
gen MMP-14 y la formacion de una placa carotidea vulnerable, ya que
disminuye el riesgo de su formacién, impidiendo que se desarrollen patologias
posteriores que se dan a consecuencia de la ruptura de esta placa (C Li et al.,
2014).

El presente trabajo experimental propone estudiar el polimorfismo -165 G/T
(rs1003349), ubicado en el promotor del gen que codifica para MMP-14, ya que
se ha determinado que su presencia influye en la expresion de MMP-14. Es por

esta razén que este polimorfismo ha sido relacionado con el desarrollo de



varias patologias entre ellas algunos tipos de cancer. Ademas de esto, se ha
podido determinar que la sobreexpresidon de MMP-14 puede promover el
desarrollo de otras enfermedades como: enfermedades cardiovasculares,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), Parkinson, enfermedad

degenerativa de disco lumbar, osteoporosis, entre otras.

1.2 Planteamiento del problema

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades no transmisibles
(ENT) son la causa principal de la mayoria de defunciones a nivel mundial. La
lista de ENT esta liderada por: las enfermedades cardiovasculares, los
accidentes cerebrovasculares, el cancer, la diabetes y las enfermedades

pulmonares cronicas.

Las enfermedades cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica y la
insuficiencia cardiaca, se encuentran entre las enfermedades que mas muertes
causan en el mundo como se puede observar en la figura 1. Aproximadamente
17 millones de individuos fallecen cada afio a causa de estas patologias
(Ferrera & Silva, 2017).



13.2%
- 5.6%
@ Otras causas @ Cardiopatia isquémica
@ Accidente cerebrovascular @ Enfermedad pulmonar
@) Infecciones respiratorias obstructiva crénica
inferiores @ Canceres de trachea, bronquios
® VIH/SIDA y pulmoén
@ Enfermedades diarreicas €) Diabetes mellitus
@ Accidentes de trafico @ cCardiopatia hipertensiva

Figura 1. Cuadro de las diez causas principales de defuncién en el mundo.
Adaptado de: (Coulter, 2012).

En Europa las enfermedades cardiovasculares son la razon més frecuente de
hospitalizaciones y de muerte, en conjunto con la enfermedad cerebrovascular
provocan mas del 50 % de los fallecimientos (Fernandez & Garcia, 2017). En el
Ecuador una investigacion realizada por la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2014,
demostré que un poco mas de un tercio de la poblacién que se encuentra entre
los 10 afos de edad, ya puede tener indicios de enfermedades
cardiovasculares, y aproximadamente 717 529 individuos entre los 10 y 59
afos ya presentan problemas de hipertensién. En el 2011 se reportaron 4 381



muertes por enfermedades cardiovasculares, y esta cifra ha aumentado

considerablemente en los ultimos afios (Ferrera & Silva, 2017).

Por otro lado, el cancer es otra de las principales enfermedades que causa mas
muertes en el mundo. Segun la OMS el cancer es la segunda causa de
fallecimientos y en el 2015 se registraron 8,8 millones de muertes a causa de
esta patologia. Se ha podido determinar que son cinco los tipos de cancer que
poseen los indices méas altos de mortalidad, liderando la lista el cancer de
pulmon, seguido por el cdncer hepatico, el cancer colorrectal, el cancer géstrico
y el cancer de mama (OMS, 2017).

La OMS ha declarado al cancer de pulmén como un problema global, en el
2015 se registraron 1,69 millones de defunciones aproximadamente, y se
estima que esta cifra aumente (OMS, 2017). La mortalidad se acerca mucho a
la incidencia debido a la letalidad del cancer pulmonar (Moctezuma & Patifio,
2009). De acuerdo con los datos de la OMS de los pacientes diagnosticados

con esta neoplasia, el 88 % fallecen (Cueva, 2015).

En Ecuador, segun la Sociedad de Lucha Contra el Cancer del Ecuador
(SOLCA) Nucleo Quito, en el afio 2012 se registraron 753 muertes, 432 casos
en hombre y 321 en mujeres (Cueva, 2015). El cancer de pulmoén se encuentra
en el tercer lugar como causa de muerte después del cancer de prostata y
estdmago en el pais (Cueva, 2015). Es importante mencionar, que segun datos
de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) el Ecuador es uno de los
paises que reporta mas casos de cancer anualmente a nivel de América Latina.
En las mujeres ecuatorianas el cancer mas frecuente es el cancer de mama

con una incidencia del 35,4 %, seguido del cancer de piel (Veliz, 2015).



Por otra parte, las enfermedades pulmonares cronicas entre ellas la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica o EPOC, forma parte de las
5 enfermedades no transmisibles que mas defunciones causan mundialmente.
En el 2015 se reportaron 3,2 millones de decesos a causa de esta enfermedad
(OMS, 2017). Se estima que para el 2020 la EPOC se convierta en la tercera
causa de muerte en el mundo. En el Ecuador el nimero de individuos que
padecen esta enfermedad ha ido aumentando considerablemente, se cree que
esto se debe a factores ambientales y a los riesgos ocupacionales (Pesantes,
Puma, & Sacta, 2010). En el pais, segun el Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos (INEC), la EPOC es la tercera causa de mortalidad debido a la
exacerbacion de la enfermedad. El tratamiento de la EPOC es muy complicado

y los resultados finales no son positivos (Molina, 2015, pp. 6-7).

1.3 Justificacion

En el Ecuador cada vez se registran mas muertes a causa de enfermedades
cardiovasculares, ademas cuando se presentan estas patologias pueden
ocasionar ciertas lesiones, que disminuyen la capacidad laboral de los
individuos. A causa de todos los inconvenientes que provocan las mismas se
hace necesaria la busqueda de nuevos métodos de diagndstico temprano y
tratamientos. El acceso a nuevas técnicas de diagnostico y terapéuticas puede
ser la solucién para varios desafios médicos que se presentan hoy en dia en
relacion con diferentes cuadros clinicos. Por ejemplo, en el caso del infarto
agudo de miocardio (IAM) una deteccion precoz de la patologia subyacente
puede disminuir la tasa de mortalidad, debido a que un diagndstico en estadios
tempranos da la oportunidad a los médicos especialistas a tomar medidas de
prevencion con los pacientes que se encuentren propensos a desarrollarlo
(Gagliardi et al., 2017, pp. 16-17). Se conoce que mas del 70 % de los
pacientes que padecen de un IAM mueren antes de llegar al hospital, para
estos individuos el tratamiento preventivo no llegé nunca. Actualmente, el
examen mas frecuente para su diagnéstico es el electrocardiograma, sin

embargo, en muchos de los casos puede fallar o puede considerarse un
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método tardio, es decir, el paciente no llega a tiempo para realizarse el examen
(Gagliardi et al., 2017, pp. 16-17).

Otro problema que enfrenta la salud en el Ecuador es la gran cantidad de
pacientes con cancer, la cual se ha incrementado de una manera rapida en los
altimos afos, convirtiendo a esta enfermedad en una de las principales causas
de muerte. En el Ecuador, el cancer pulmonar, ocupa el tercer lugar en la lista
de los tipos de cancer que mas defunciones causan. Sin embargo, en algunas
provincias como Pichincha, Guayas y Manabi el porcentaje de muertes a causa
de esta patologia ha aumentado, llegando hasta el 32,8 %. Segun los estudios
realizados, se estima que la tendencia aumentara en pocos afios, lo que va a
convertir al cancer pulmonar como la principal causa de muerte por neoplasia
(Paz-y-Mifo et al., 2010).

Para el diagndstico del cancer pulmonar se emplean varias técnicas como las
pruebas de imagen que incluyen la tomografia por emision de positrones (PET)
con la fusion de la tomografia computarizada, también esta la radiografia de
térax y la citologia del esputo, entre los mas relevantes. En cuanto a las
técnicas de deteccion precoz, se destaca la tomografia helicoidal de baja dosis
(Kajatt, 2013). Por otra parte, aun se usan métodos convencionales para la
confirmacion del diagnostico de esta patologia, entre los mas usados estan la

broncoscopia y la biopsia percutanea por aspiracion (Kajatt, 2013).

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) en el 2016 se
registraron 641 muertes a causa del cancer de mama, el 99,5 % de decesos
fueron mujeres. El Ministerio de Salud Publica y empresas privadas han
realizado numerosas campafias para informar a la poblacion acerca de la
importancia de la deteccion precoz, debido a que es muy tratable cuando es

detectado en etapas iniciales. Sin embargo, aun no es posible disminuir la tasa
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de mortalidad del cancer de mama ya que no se cuenta con técnicas que
permitan una deteccion eficaz de la enfermedad. En muchos de los casos
depende del individuo, que mediante un autoexamen pueden detectar alguna
anomalia en su cuerpo, no obstante, en la mayoria de los casos este recurso
fracasa. Actualmente los examenes preventivos para esta enfermedad son las
mamografias. Asi mismo, sucede con otro tipo de cancer como el
cérvicouterino, cuya deteccidn consiste en una prueba de Papanicolaou en la
mayoria de casos. Esta prueba no es adecuada para un tratamiento precoz ya
que tiene una sensibilidad del 50 % aproximadamente y puede producir varios

falsos negativos (Terrazas et al., 2015, pp. 56-61).

Como se menciond, existen varias técnicas de analisis para la deteccion y el
diagnéstico de diferentes tipos de cancer entre ellos: el cancer de pulmén,
mama, ceérvicouterino, entre otros. No obstante, ninguna técnica ha
demostrado reducir la mortalidad de estas neoplasias. La Unica opcion para
aumentar la supervivencia de los pacientes es la deteccion temprana que
puede disminuir potencialmente la mortalidad (Rossi A, 2005). Existe una alta
posibilidad de curacion si el cancer se detecta en un estadio temprano y se
trata oportunamente (Moctezuma & Patifio, 2009). Esto es posible tanto en el
cancer pulmonar que es el que mas muertes causa, como en otros tipos de

cancer que también tienen una alta tasa de mortalidad.

Las enfermedades pulmonares cronicas se han convertido en una de las
causas principales de muerte en la poblacion ecuatoriana y al igual que las
enfermedades cardiovasculares y el cancer, la deteccion temprana de estas
puede prolongar la vida del paciente o indicar si el individuo puede ser
propenso a desarrollarla. Por todo o mencionado anteriormente se concluye
gue es necesario conocer el origen de estas patologias y cdmo se comportan a
nivel genético y molecular. El conocimiento de la funcién que desempefa cada

una de las metaloproteinasas y el papel que juegan los polimorfismos en los
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genes que las codifican, puede sentar bases para el diagndstico precoz y el
pronéstico de las patologias que mas muertes causan en el pais y a nivel
mundial, entre ellas: las enfermedades cardiovasculares, el cancer y las
enfermedades pulmonares cronicas. Particularmente, la metaloproteinasa
MMP-14 en la que se centra este estudio tiene una gran relevancia por la
relacion entre sus niveles de expresion y las caracteristicas clinico-patologicas
de los pacientes, por lo que la expresidbn de esta enzima puede estar
relacionada con el prondstico de los mismos. El estudio se propone determinar
la frecuencia del polimorfismo -165 G/T (rs1003349) ubicado en el promotor del
gen que codifica para MMP-14 en la poblacion ecuatoriana y comparar las
frecuencias genotipicas y alélicas con otras poblaciones estudiadas. Segun los
resultados de varias investigaciones previas se ha demostrado que la
presencia de este polimorfismo en el gen MMP-14 implica un factor de riesgo

para padecer estas enfermedades.

El presente estudio se realiza con el fin de que, en futuras investigaciones se
puedan establecer nuevas alternativas de diagndstico molecular que permitan

detectar en estadios tempranos las enfermedades previamente mencionadas.

1.4 Objetivos

1.4.1 General

Determinar la frecuencia del polimorfismo -165 G/T (rs1003349) en el
promotor del gen que codifica para la metaloproteinasa-14 (MMP-14) en
la poblacién ecuatoriana y realizar un analisis comparativo con otras

poblaciones.

1.4.2 Objetivos Especificos
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» Estandarizar la PCR para la amplificacion del segmento
génico que incluye el polimorfismo -165 G/T (rs1003349) en el
promotor del gen que codifica para la metaloproteinasa-14
(MMP-14).

» Determinar la frecuencia del polimorfismo -165 G/T
(rs1003349) en individuos de la poblacién ecuatoriana.

» Comparar la frecuencia determinada con la reportada en otras
poblaciones.

2. Marco tedrico

2.1 Enfermedades cardiovasculares

2.1.1 Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica se presenta cuando se da una disminucion en el
aporte de oxigeno al miocardio. Una de las causas para que se desarrolle es la
aterosclerosis, patologia causada fundamentalmente por tres factores:

disfuncion endotelial, inflamacion y trombosis (Boo, 2010).

La aterosclerosis se caracteriza por ser una enfermedad progresiva, ya que
conforme pasa el tiempo las arterias se van estrechando a causa de la
formacién de las placas de ateroma. Al darse esta oclusion se interrumpe el
paso del flujo sanguineo causando principalmente dos problemas: insuficiencia
arterial cronica (angina de pecho) o disminucion total de la circulacion a causa

de una trombosis (infarto del miocardio) (Boo, 2010).

Las placas de ateroma también denominadas placas vulnerables, estan
compuestas por dos partes: el nucleo lipidico (colesterol) y la membrana fibrosa

(células de musculo liso y colageno). Cuando estas placas tienen un mayor
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contenido lipidico y su membrana fibrosa es delgada son mas vulnerables, por
lo que pueden romperse ocasionando cuadros isquémicos agudos (Boo, 2010).
Ademas, se ha descrito que no solo el contenido de estas placas puede
influenciar en su fragilidad. Los procesos inflamatorios que se dan,
dependiendo de su intensidad pueden provocar que la vulnerabilidad de la

placa aumente, lo que resulta en la ruptura de la misma (Boo, 2010).

Cuando la placa de ateroma contiene una membrana fibrosa gruesa tiene
menos probabilidad de sufrir una fractura, es decir son mas estables, lo que
disminuye la posibilidad de provocar un cuadro isquémico agudo. No obstante,
al ser menos vulnerables estas placas pueden causar una oclusion

desencadenando una angina de pecho (Boo, 2010).

2.1.2 Infarto agudo de miocardio (IAM)

Este cuadro se presenta como resultado de la aterosclerosis, cuando se
rompen las placas de ateroma se genera un trombo que impide abruptamente

el flujo sanguineo (Mufioz, Carvajal, & Rodriguez, 2016).

Después de un IAM, el ventriculo izquierdo queda con fragmentos infartados y
no infartados, los cuales van a sufrir cambios es su estructura (forma, tamario y
grosor). A este proceso se le conoce como remodelacién ventricular postinfarto
y se da como repuesta del organismo al dafio causado por un infarto (Senior et
al., 2012, pp. 6-8).

Este proceso también involucra la remodelacion de la matriz extracelular (MEC)
con el fin de reestablecer la fuerza mecénica y restaurar la resistencia a la
distension de los segmentos infartados y no infartados del ventriculo. Varias

investigaciones se han centrado en buscar nuevas técnicas para proteger a la
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MEC, especialmente en la zona donde se encuentra mas fragmentos
infartados, con el fin de reducir la mortalidad y discapacidad que sufren los
individuos tras un IAM (Senior et al., 2012, pp. 6-8).

2.1.3 Factores de riesgo para desarrollar cuadros isquémicos agudos

Los factores ambientales tienen una fuerte relacién con el desarrollo de un IAM.
Para un individuo los factores de riesgo son: consumo de alcohol, drogas,
comida rica en grasa, sedentarismo, antecedentes familiares de problemas
cardiacos, estrés, entre otros. También se conoce que existen algunos factores
genéticos que estan relacionados con estas enfermedades cardiacas y que,
varios genes estan involucrados (Fernandez-Ortiz, Jiménez-Candil, Bodi, &
Barrabés, 2012).

2.2 Cancer

El cancer comprende un conjunto de enfermedades que se basan en el
crecimiento de células anormales, las cuales se dividen y diseminan de una
manera descontrolada y rapida (Puente & Velasco, 2017), (Figura 2).
Normalmente, las células estan sujetas a sefales que regulan su
comportamiento, les indican cuando deben dividirse, diferenciarse o morir. Pero
las células cancerigenas evaden estas sefiales, desarrollando un grado de

autonomia lo que resulta en un crecimiento descontrolado (Hejmadi, 2010).
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Figura 2. Crecimiento de células normales y células cancerigenas.

Adaptado de: (Shead, Corrigan, & Hanisch, 2016).

a) En el crecimiento celular normal, las células se dividen cuando es necesario y si en la

divisién una célula resulta dafiada, esta muere.

b) En un crecimiento celular anormal, las células dafiadas se dividen mas rapido y de forma

descontrolada, debido a una serie de capacidades adquiridas como consecuencia de cambios

en su ADN.

El cancer se presenta cuando los mecanismos de regulacion celular se alteran
debido a dafios genéticos, por esta razén se considera al cancer como una
enfermedad genética (Ryan & Bernstein, 2012, pp. 1513-1514). Las variaciones
que se presentan en el ADN impulsan el desarrollo del cancer y pueden ser
heredadas si las alteraciones se encuentran en las células germinales. No
obstante, los cambios genéticos que promueven el cancer también pueden ser
adquiridos a lo largo de la vida debido a diferentes factores como: errores al
momento de la division celular, exposicion a sustancias quimicas, radiacion y
habitos de vida como el consumo de tabaco (Ryan & Bernstein, 2012, pp.
1513-1514).
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2.2.1 Angiogénesis

Se denomina angiogénesis al proceso donde se generan nuevos vasos
sanguineos a partir de otros preexistentes (Roa, 2014). Este proceso es
fundamental para el desarrollo tumoral, particularmente cuando se trata de
tumores solidos (figura 3). La generacion de nuevos vasos sanguineos
posibilita el crecimiento del tumor, ya que ayuda a suministrar los nutrientes y
oxigeno necesarios, ademas de permitir la eliminacion de residuos. Es por esto
que la angiogénesis contribuye a los procesos de invasién o metastasis (Roa,
2014).

CE
A 8

1. Métodos conocidos de formacion de vasos sanguineos en tejidos normales y tumores, la formacion de
vasos puede ocurrir por ramificacion (1A) o por un proceso de separacion del vaso conocido como intususcepcion
(18). Células tumorales (CT); pericito (PE); célula endotelial (CE)

2. Métodos conocidos de formacidon de vasos sanguineos en tumores, donde las células tumorales
pueden adoptar forma de células endoteliales, proceso lamado mimetismo (2A) o bien las células tumorales
pueden crecer hacia vasos pre-existentes, proceso llamado coopcion (2B). Células tumorales (CT); pericito
(PE); célula endotelial (CE)

Figura 3. Métodos de formacion de vasos sanguineos en células normales y

células tumorales.

Tomado de: (Roa, 2014).
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2.2.2 Metéastasis

En el proceso de metastasis las células cancerigenas migran desde el sitio
donde se originaron hacia otros tejidos y usan al sistema vascular para lograrlo.
Una vez que las células cancerigenas llegan a otros 6rganos, se deben acoplar
al nuevo ambiente para lograr sobrevivir y conseguir su colonizaciéon. Todos los
pasos que involucran el proceso de metastasis se llevan a cabo gracias a
caracteristicas fenotipicas especificas que poseen las células tumorales, en
conjunto con la interaccion entre el microambiente y el sistema inmune del

organismo (Turajlic & Swanton, 2016, pp. 169-174).

A pesar de los avances en los tratamientos contra el cancer, cuando la

enfermedad llega a un cuadro de metastasis, la enfermedad es incurable.

2.2.3 Bases moleculares del cancer

La patogénesis del cancer estd dada por la acumulacion de mdltiples
anomalias moleculares durante un largo periodo de tiempo. Las alteraciones
gque se presentan pueden ser provocadas por diferentes eventos que se dan a
nivel molecular tales como: silenciamiento de genes a través de un proceso de
metilacién, cambios en la secuencia de ADN, amplificacion o delecién de un
segmento del ADN y ganancias o pérdidas cromosOmicas completas (Massion
& Carbone, 2003).

2.2.4 Factores de riesgo

La Organizacion Mundial de la Salud ha informado que los factores de riesgo
para desarrollar cancer son similares a los factores de riesgo para desarrollar
otras patologias como: enfermedades cardiovasculares, diabetes vy
enfermedades pulmonares crénicas. Estos factores se relacionan con los
habitos de vida de los individuos: consumo de alcohol, tabaco, drogas, dieta

basada en grasas y azucares, sedentarismo y obesidad. Ademas, otros
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agentes fisicos, quimicos y biolégicos también pueden generar el desarrollo de
esta enfermedad como: la luz UV, sustancias quimicas (fromaldehido,

aflatoxinas, etc), contaminantes de alimentos y virus.

2.3 Enfermedades pulmonares crénicas

Dentro de las enfermedades pulmonares crénicas, la mas relevante por el
namero de individuos que la padecen es la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica (EPOC).

La EPOC es una patologia que se manifiesta con dificultad para respirar y, se
caracteriza por ser una enfermedad progresiva debido a la accion de agentes
inflamatorios que actian de forma andOmala. El factor principal que la
desencadena es el humo del tabaco, aunque existen otras particulas que estan
en el ambiente a causa de la contaminacion que también afecta a los
individuos, pero en menor medida. A pesar de esto, solo el 25 % de fumadores
activos llegan a padecer la enfermedad, por lo que se piensa que algunos
factores genéticos influyen en el desarrollo de la EPOC (Guerra, Jiménez, &

Sanchez, s.f)

2.4 Matriz extracelular (MEC)

En los organismos multicelulares, las células que conforman los tejidos poseen
una estructura que las rodea, la cual es semejante a una red con una
organizacion compleja. Esta estructura se denomina matriz extracelular y esta
constituida por macromoléculas extracelulares que estan conectadas entre si
(Figura 4). El colageno es la proteina mas abundante en la MEC (Rovensky,
2011, pp. 7-12).
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Figura 4. Matriz extracelular y sus componentes

Adaptado de: (Wong, 2009, pp. 198-216)

Los componentes de la matriz extracelular incluyen: colageno, proteoglicanos, fibronectina y

laminina. Se puede observar las integrinas, glicoproteinas que participan mayoritariamente en

la unién de las células con la matriz extracelular.

La matriz extracelular se comporta como una estructura mecénica que permite
la estabilizacién de una estructura tisular; ademas tiene un papel importante en
numerosos procesos celulares. Esta involucrada en procesos que determinan
la migracion, proliferacion, supervivencia y el metabolismo de las células que
se encuentran involucradas en las interacciones adhesivas con la matriz
(Rovensky, 2011, pp. 7-12).

Procesos como la embriogénesis y la regeneracién tisular dependen en gran
medida de la matriz extracelular, incluso ciertas moléculas que integran la MEC

participan en procesos de inflamacién aguda y crénica en los tejidos. Algunas



21

enfermedades como la artritis reumatoide, el asma, y el cancer entre otras
tienen una fuerte relacion con el funcionamiento de las moléculas de la matriz
extracelular. Es por esta razdn que inclusive el proceso de metastasis esta
vinculado con las interacciones adhesivas de las células del tejido involucrado y
la matriz extracelular (Rovensky, 2011, pp. 7-12).

2.5 Matriz Extracelular y su relacién con el infarto agudo de miocardio

En la zona afectada por un IAM, la MEC sufre algunos cambios importantes. El
colageno disminuye entre un 40 y 80 % y como consecuencia, se da un
remodelado ventricular adverso, inflamacion e irregularidades en el
funcionamiento del corazén. Para lograr una restauracion de las funciones, es
necesario reestablecer la integridad de los tejidos y para esto, es indispensable
mantener en buenas condiciones a los capilares y a la matriz extracelular. Es
por esta razon, que varias de las técnicas de transplante de células para la
regeneracion tisular del miocardio han fracasado, debido a que no existe una
retencidon celular 6ptima. Con estos antecedentes, en la actualidad se buscan
nuevas técnicas de regeneracion de la MEC ya que después de un infarto,
esta se encuentra muy afectada (Saavedra-Torres, Garzén, & Zufiiga-Cerén,
2017, pp. 44-46). Es necesario conocer como interactuan los componentes de
la MEC y sus proteinas para entender cobmo se da el mecanismo de
regeneracion antes, durante y después de un atague cardiaco (Saavedra-
Torres, Garzon, & Zuaiiga-Ceron, 2017, pp. 44-46).

2.6 Metaloproteinasas de matriz (MMPSs)

Las metaloproteinasas de matriz son enzimas que pertenecen a la familia de
las endopeptidasas dependientes del zinc (Gialeli, Theocharis, & Karamanos,
2010, pp. 16-27). Estas enzimas son sintetizadas como zimégenos y una vez
activadas se regulan a través de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMP) (Oblander et al., 2005, pp. 255-269). Fueron descubiertas en 1962

cuando se estudiaba la degradacion del colageno, inicialmente los estudios
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realizados mostraron que estan encargadas de la escision y reconstruccion del
tejido conectivo (Zitka et al., 2010).

No obstante, en los ultimos afios se ha descubierto que las MMPs participan en
varios procesos fundamentales como en la organogénesis, la cicatrizacion, y en
condiciones patolégicas como la inflamacion, enfermedades autoinmunes y
carcinogénesis (Coronato, Laguens, & Girolamo, 2012). Actualmente se ha
determinado que en enfermedades como el Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson y la esclerosis mdultiple presentan elevados niveles de MMPs
(Coronato, Laguens, & Girolamo, 2012).

Las metaloproteinasas se han clasificado principalmente por sus diversos
sustratos especificos, (tabla 1) (Zitka et al., 2010). Se clasifican principalmente
en cinco grupos segun el reconocimiento del sustrato y el mecanismo de
escision: las colagenasas, MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18; las gelatinasas,
MMP-2, MMP-9; las estromalisinas, MMP-3, MMP-10, MMP-11; las matrilisinas,
MMP-7, MMP-26; y las metaloproteasas asociadas a membrana denominadas
MT-MMP (Coronato, Laguens, & Girolamo, 2012). La estructura de los

diferentes grupos se puede observar en la figura 5.



23

Gelatinases Stromelysins

Collagenases Matrilysins

Macrophage elastase and other MMPs

Membrane type MMP

Figura 5. Caracteristicas estructurales especificas de ciertos grupos de MMPs.
Adaptado de: (Zitka et al., 2010).

En la tabla 1 se detalla la clasificacion de las metaloproteinasas, se asignan
nameros desde MMP-1 a MMP-28. En la tabla 1 se encuentran las
metaloproteinasas identificadas en los ultimos afios, cabe destacar que
algunas de estas enzimas aun no estan identificadas siguiendo este sistema de

clasificacion (Zitka et al., 2010).



Tabla 1.

Clasificacion actual de las metaloproteinasas.
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MMP METALOPROTEINASA kDa | Clasificacion Sustratos
EC
MMP-1 Colagenasas (tipo 1) 43 EC3.4.24.7 Colageno
(L1,1,VHLX)
MMP-2 Gelatinasa A 72 EC3.4.24.24 Colageno
Gelatinasa tipo 1V 66 (I’IV’\;X};’X’XI’
Colagenasa
MMP-3 Estromelisina 46 EC3.4.24.17 Colageno
11,1V, V,IX)
Proteoglicanasa
MMP-7 Matrilisinas 20 EC3.4.24.23 Colageno
(IV,X)
MMP-8 | Neutrophil colagenasa 58 EC3.4.24.34 Colageno
(LI, VI,
VIII, X)
MMP-9 Gelatinasa B 92 EC3.4.24.35 | Colageno (1V,
V,VII, X, XIV)
MMP-10 Estromelisina -2 46 EC3.4.2.22 | Colageno (Il
\2)
MMP-11 Estromelisina -3 44 No match Unknown
MMP-12 Macrofago 45 EC3.4.24.65 Colageno IV
metaloelastasa
MMP-13 Colagenasa -3 55 No match Colageno (I, II,
I, v, IX, X,
XIV)
MMP-14 MT1-MMP 54 No match Colageno (1,11I)
MMP-2
MMP-15 MT2-MMP 61 No match Fibronectin
MMP-16 MT3-MMP 55 No match Colageno (ll1)
MMP-2
MMP-17 MT4-MMP 54 No match Unknown
MMP-18 Colagenasa -4 No match Colageno (I, II,
1, VIII, X)
MMP-19 RAS1-1 No match Gelatin
MMP-20 Enamelysin No match Amelogrencin
MMP-21 No match Unknown
MMP-22 No match Unknown
MMP-23 No match Unknown
MMP-24 MT5-MMP No match Unknown
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MMP-25 MT6-MMP No match Pro-Gelatinasa
A

MMP-26 Matrilysin-2 No match Gelatin

MMP-28 Epilysin No match Caseina

Adaptado de: (Zitka et al., 2010)

2.7 Metaloproteinasas y su relacion con el cancer

Las metaloproteinasas juegan un papel muy importante en procesos que
comprenden diferentes fases de la progresién tumoral como: la metastasis,
invasion, adhesion celular, migracion y angiogénesis. Tienen implicacion en
procesos como la degradacion de las proteinas de la MEC vy las interacciones
tanto célula-célula como célula-MEC (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2010,
pp. 16-27).

Investigaciones previas muestran que en diferentes tipos de tumores se
presenta una elevada expresion de las MMPs, lo cual confirma el postulado de
gue estas enzimas estan involucradas en las diversas etapas del progreso
tumoral. Especificamente, se conoce que las MMPs pueden promover o inhibir
el progreso del cancer. Su funcion especifica esta influenciada por un conjunto
de factores tales como: la etapa en la que se encuentre la enfermedad o el
desarrollo tumoral, el lugar donde se ubique el tumor, la localizacion de las
enzimas y del sustrato en la MEC (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2010, pp.
16-27).

2.7.1 Influencia de las metaloproteinasas en la invasion de las células

cancerigenas

Se ha podido comprobar que la accion proteolitica de estas moléculas es
indispensable para que las células cancerigenas puedan degradar todas las
barreras fisicas y permitir la expansion local (Gialeli, Theocharis, & Karamanos,
2010, pp. 16-27).
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También participan en los procesos de intravasacion de vasos sanguineos en
lugares cercanos, extravasacion e invasion en lugares distintos. Existen varias
MMPs que estén involucradas en la degradacion de la matriz extracelular, esto
facilita la invasion (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2010, pp. 16-27).

Las MMPs ademas de su funcibn mas conocida, de degradar las barreras
fisicas y aumentar la angiogénesis, tienen otras funciones. Pueden liberar
factores de crecimiento tanto en la superficie celular como en la MEC vy
generan productos de escision que se caracterizan por potenciar el crecimiento
y la invasion de los tumores (Reunanen & Kéhari, 2013). La invasion de células
cancerigenas depende de una interaccion entre las células tumorales, las
células del estroma y las células inflamatorias. Algunos estudios plantean que
todos estos tipos celulares producen diferentes tipos de MMPs que promueven

el proceso invasivo (Reunanen & Kéhari, 2013).

Existe una correlacion entre la expresion de ciertas MMPs y los procesos de
invasion y de progresion tumoral, este es el caso de la MMP-2 la cual regula
directamente la adhesion de las células cancerigenas y la degradacion de los
componentes de la MEC, facilitando de esta forma la migracién de las células
cancerigenas (Hofmann, Houben, Brocker, & Becker, 2005, pp. 308-311).
Estudios demuestran que las MMPs trabajan en conjunto, es asi como,
proMMP-2 es sustrato de MMP-14, lo que resulta en la activacion proteolitica
de MMP-2. Este evento sucede en la superficie celular potenciando la
degradacion de la MEC. La expresion de MMP-2 y MMP-14 se encuentra
incrementada durante el proceso metastasico y su sobreexpresion se ha
observado tanto en el tumor como en las células del estroma, (Figura 6)
(Hofmann, Houben, Brocker, & Becker, 2005, pp. 308-311).



high expression # melanoma invasion front % melanoma cell @ stromaloel%

Figura 6. Expresion de MMP-2 y MMP-14 en el proceso metastasico

Adaptado de: (Hofmann, Houben, Brécker, & Becker, 2005, pp. 308-311).

En las células tumorales y en las células del estroma ubicadas en el frente invasivo del tumor,
se presenta la sobreexpresion de MMP-2 Y MT1-MMP O MMP-14.

2.7.2 Funciébn de las metaloproteinasas en la angiogénesis vy

vasculogénesis tumoral

Cuando se trata de la formacion de venas, capilares y vasos las MMPs pueden
actuar como reguladores positivos y negativos dependiendo del momento en
que se dé su expresion durante los procesos de angiogénesis y
vasculogénesis. Para que las células cancerigenas puedan migrar se hace
necesaria la generacibn de nuevos vasos sanguineos Yy existen
metaloproteinasas que estan directamente relacionadas con la formacion de
estas estructuras, como por ejemplo MMP-2, MMP-14 y MMP-9.
Especificamente la MMP-9 degrada ciertas moléculas de la MEC para generar

nuevos compuestos que participan en la angiogénesis, de esta manera,
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aumenta la biodisponibilidad de factores como el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF) que son necesarios para la generacion de nuevos vasos sanguineos
que alimenten la estructura tumoral (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2010,
pp. 16-27).

Las MMPs no solo promueven la generacion de vasos sanguineos, también
participan en procesos que inhiben la angiogénesis mediante la formacion de
ciertas moléculas que impiden que se desarrolle el proceso, es por esto que se
dice que las MMPs son necesarias para el equilibrio angiogénico (Gialeli,
Theocharis, & Karamanos, 2010, pp. 16-27).

2.7.3 Metaloproteinasas y su relacién con la apoptosis celular

Evadir la muerte celular programada es otra alternativa que toman las células
cancerigenas para promover su crecimiento. La funcion de las
metaloproteinasas interfiere con ciertos mecanismos y también pueden
provocar una escision de los receptores que producen sefales proapoptéticas.
Incluso, se han empleado algunas metaloproteinasas como marcadores para
verificar la resistencia a la quimioterapia en pacientes con cancer de pulmén
(Kessenbrock, Plaks, & Werb, 2010). El receptor FAS conocido como
antigeno 1 de la apoptosis es inactivado por la actividad proteolitica de las
MMPs provocando una resistencia a la apoptosis de las células cancerigenas y
promueve la apoptosis de las células vecinas (normales). Ademas esta
actividad proteolitica influye en el complejo mayor de histocompatibilidad
suprimiendo a las células NK (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2010, pp. 16-
27).
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2.8 Polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)

Los polimorfismos son variaciones que se pueden presentar en las secuencias
gendmicas en lugares especificos y actualmente se conoce que los
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) estan implicados en el desarrollo de
algunas patologias (Ramirez-Bello, Vargas-Alarcon, Tovilla-Zarate, & Fragoso,
2013).

Existe una clasificaciébn para los SNP segun su importancia funcional y su
localizacion: rSNP ubicados en el promotor, sSrfSNP ubicados en los ARNm
primarios y secundarios y por ultimo los SNP codificantes (cSNP), (Figura 7).
Estas variaciones pueden afectar la cantidad y la actividad de la proteina
codificada. Los efectos especificos de los diferentes tipos de SNPs se resumen

en la figura 8 (Ramirez-Bello, Vargas-Alarcon, Tovilla-Zarate, & Fragoso, 2013).

- Afecta a la expresion génica B Afecta al corte y empalme y la generacion

de isoformas de las proteinas

{W ‘“—'-:-. ( oy ?‘ —

AAGC GCC SNP G/T GCTC GG SNP C/G
B i' || || ; | aon

Promotor E1 b E2 12 E3 14 E4

Figura 7. Ubicacion de los polimorfismos.

Adaptado de: (Ramirez-Bello, Vargas-Alarcén, Tovilla-Zarate, & Fragoso, 2013)
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SMNP funcionales
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC

rSNP SISNP
Funcion de la Niveles de Traduccion, corte y

empalme, estabilidad

e
‘ Alteracion en la cantidad y actividad \
Figura 8. Clasificacion de los SNP funcionales.

Adaptado de: (Ramirez-Bello, Vargas-Alarcon, Tovilla-Zarate, & Fragoso, 2013)

2.8.1 Polimorfismos en las metaloproteinasas

En los ultimos afios se han realizado algunos estudios que muestran como la
presencia de diferentes polimorfismos que se encuentran en la region
promotora del gen pueden inducir a variaciones en la expresion de la proteina
resultante. Por esta razon se sugiere que existe una intima relacion entre los
SNPs funcionales en los genes que codifican para las metaloproteinasas vy el

desarrollo de algunas patologias, entre ellas el cancer (Martin et al., 2014).

Se han estudiado numerosos polimorfismos en diferentes metaloproteinasas,

por ejemplo, el SNP (-1306C/T) encontrado en el promotor del gen que codifica
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para MMP-2 vy el (-1562C/T) en el promotor del gen MMP-9 estan asociados
con el desarrollo de cancer gastrico, el SNP (-181A/G) en el promotor del
gen MMP-7 se relaciona con el cancer de corazon (Kubben et al., 2006, pp.
744-751). Los SNPs (+6767 G/A) y (+7096 C/C) en la MMP-14 se encuentran
directamente relacionados con el desarrollo del carcinoma hepatocelular (Chen
et al., 2011), también se conoce que los SNPs (-165 G/T) y (-72 G/A) ubicados
en el promotor del gen que codifica para MMP-14 influyen en el desarrollo del
cancer pulmonar (Saitoh et al., 2005, pp. 621-626). Los ejemplos citados son
una muestra pequefia de todos los polimorfismos estudiados, se debe tomar en
cuenta que no solo estan relacionados con el cancer, sino también con otras
patologias como la sepsis, displasias esqueléticas, enfermedades cardiacas,
artritis, enfermedades neuronales, entre otras (Malemud, 2006).

2.8.2 Polimorfismos en MMP-14 y su relacién con el cancer

Las metaloproteinasas de membrana (MT1-MMP o MMP-14) son colagenasas
que forman parte de las membranas basales, se encuentran ancladas a la
superficie de la célula mediante un segmento que incluye a la membrana y en
algunos casos se unen mediante un anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(Oblander et al., 2005, pp. 255-269).

La MMP14 es la enzima mas estudiada dentro del grupo de las
metaloproteinasas de membrana, ya que tiene una gran relevancia en la
degradacion de la matriz extracelular. Posee una potente actividad proteolitica,
ademas es una enzima necesaria para la activacion de otras proMMPs en la
superficie celular, como es el caso de la proMMP-2 (Ingvarsen et al., 2013).
Incluso, se conocen también que esta enzima, concretamente en el pulmon,
juega un papel esencial en el desarrollo postnatal del septo alveolar (Ingvarsen
et al., 2013). En la figura 9 se puede observar la estructura del gen MMP-14 y
la region donde se encuentra el polimorfismo estudiado.
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MMP-14
s | 2 3 3 5 6 78 9 10 m.; B
- —————— — — T — W— W S— — —
A
Regién codificante @ Region nocodificante

A: SNP: rs1003349
Localizacion: -165 en la region del promotor
Genotipo: G/T

Figura 9. Estructura del gen MMP-14.

Se muestra los exones pintados de color amarillo y numerado del 1 al 10. El codén de inicio

(ATG) y el codon de parada (TGA) se muestran en los expones 1y 10, respectivamente.

a) muestra la posicién del polimorfismo -165 G/T (rs1003349) ubicado en el promotor del gen.

Tanto MMP-14 como MMP-2 se encuentran intimamente relacionadas con los
procesos cancerigenos. Se conoce que estan sobreexpresadas en diferentes
tipos de cancer, debido a que las dos enzimas participan en diferentes etapas
de la patologia. Es por esta razdn, que se ha postulado que las MMP-14
cumplen un papel fundamental en la progresion del céncer mediante la
degradacion directa de colageno y la activacion de otras metaloproteinasas

(Ingvarsen et al., 2013).

Basados en este enfoque, en los dltimos afios varios grupos de investigacion
en todo el mundo se han centrado en el estudio de la expresion de esta
enzima en pacientes con cancer y en personas sanas, para analizar el papel
gue juega la expresion diferencial en la patologia. En personas que padecen de

cancer se ha encontrado sobreexpresion de la MMP14. Varios factores pueden
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influir en las diferencias de expresion de estas enzimas uno de ellos, es la

presencia de polimorfismos en los genes que las codifican.

Los polimorfismos localizados en la region promotora del gen influyen
notablemente en los niveles de expresion, lo cual esté relacionado intimamente

con el desarrollo de ciertas patologias, entre ellas el cancer.

El polimorfismo -165 G/T ubicado en el promotor del gen que codifica para
MMP-14 puede afectar a su actividad transcripcional. En pacientes con
diferentes tipos de cancer como el carcinoma hepatocelular, el genotipo
-165 G/T es muy frecuente por lo cual se asocia al desarrollo patolégico de esta
enfermedad (Chen et al., 2011). Este polimorfismo también esté relacionado
con otros tipos de cancer como el cancer oral, cervical, estomacal, y pulmonar,

entre otros.

Es importante mencionar que la relacion que se ha dado entre el polimorfismo
-165 G/T ubicado en el promotor del gen MMP-14 y enfermedades pulmonares
entre ellas el cancer, se ha concluido, fundamentalmente, a partir de estudios
realizados en poblaciones asiaticas. Es por ello que varios autores sugieren
realizar el mismo estudio en otras poblaciones ya que el papel funcional del
genotipo -165 G/T aun no esta totalmente esclarecido, y existe la posibilidad de
encontrar diferencias dependiendo del grupo étnico estudiado (Saitoh et al.,
2005, pp. 621-626).

Por ejemplo, en un estudio realizado en Taiwan sobre la relacién entre los
polimorfismos y el desarrollo de neoplasia cervical, se observdé que el
polimorfismo (+7096 A/C/G/T) ubicado en el gen MMP-14, mostraba una

diferencia significativa en la distribucion entre el grupo de pacientes y el grupo
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control, sin embargo, esta diferencia no se observé en el caso de (-165 G/T).
Ademas se demostrd que otros polimorfismos como (C/C +7096) influyen mas
en el desarrollo de la enfermedad, y que el genotipo G/T presenta un menor
riesgo de desarrollar la enfermedad, en comparacion con el genotipo
homocigoto G/G (Tee et al., 2012, pp. 932-938).

2.8.3 Polimorfismos en MMP-14 y su relacién con las enfermedades

cardiovasculares

En el progreso de enfermedades como la aterosclerosis los genes que
codifican para las diferentes metaloproteinasas regulan la accién de la MEC y
esta influye en la formacion de las placas de ateroma, inclusive se conoce que
algunas MMPs tienen una mayor actividad en ciertas regiones de las placas,
contribuyendo a la ruptura de las mismas. Se ha reportado que algunos
polimorfismos ubicados en los genes que codifican para las MMPs estan
relacionados con estas enfermedades entre ellos estan: —1306 C/T MMP-2;
-181 A/G MMP-7; -1562 C/ T MMP-9. En MMP-14 aun no se ha estudiado si la
presencia de algun polimorfismo influye en la expresion de la misma, sin
embargo, se ha estudiado el factor de transcripcion SAF-1 y se ha detectado
que cuando este se sobreexpresa actua directamente en la region promotora
del gen MMP-14 aumentando considerablemente su expresion (Pérez-
Hernandez et al, 2013, pp. 655-664).

La expresion del gen y la actividad enzimatica son directamente proporcionales
por lo que MMP-14 puede participar mas activamente en los procesos
fisioldgicos, ademas de activar otras enzimas como la MMP-2 que también esté
involucrada en la aterosclerosis. Estas evidencias resaltan la importancia de
estudiar los polimorfismos ubicados en la region promotora del gen para
verificar como influyen estos en la expresion de MMP-14 (Pérez-Hernandez et
al, 2013, pp. 655-664).
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2.8.4 Polimorfismos en MMP-14 y su relacién con EPOC

Ciertos polimorfismos en el gen MMP-14 se han relacionado con la EPOC
principalmente los que se encuentran en la region promotora. Se ha
demostrado que el polimorfismo -165 G/T ubicado en el gen MMP-14 influye
de una manera muy relevante en el desarrollo de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Las variaciones en los niveles de expresion que
provoca la presencia de este polimorfismo desencadenan una serie de cambios
que aceleran la degradacion de la matriz de las células pulmonares (Saitoh et
al., 2005, pp. 621-626). El proceso de degradacion de la MEC, favorece al

desarrollo de esta patologia.

3. Disefio del plan experimental

El disefio experimental de la presente investigacion se puede observar en la

figura 10.



Extraer y cuantificar ADN de
sangre periférica a partir de
individuos sanos.

L 4

Amplificacion del fragmento del
gen mmp-14 que contiene el
polimorfismo (MMP-14 -165G/T).

i

Identificacion del
polimorfismo (MMP-14 -
165G/T)

4

Analisis de resultados, analisis
estadisticos y comparacion de
la frecuencia genotipica entre
la poblacion ecuatorianay
otras poblaciones estudiadas

4

Presentacion de resultados,
conclusiones.

)

Kit Purelink Genomic DNA (Thermo
fisher scientific, USA). Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Kit
GoTag® (Promega, LISA). Platinum Tag DNA
polymerase [Thermo Fisher Scientific, USA).

Mastercycler pro (Eppendorf, Hamburga)

Secuenciacion: Agincourt AMPure ¥P {Beckman
Coulter, USA); Applied Biosystems, [Austin TX,
USA). Secuenciador 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA).

Calidad de las secuencias: sistema ABI3130 del
equipo 3130 Genetic Analyzer [Applied
Biosystems, LISA). GenBank: Geneious 8.1.6
[Biomatters, USA).

SPSS 23.0 (1BM, USA).

Figura 10. Esquema del disefio experimental

4. Procedimiento

4.1 Recoleccion de las muestras

36
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Se recopilaron 103 muestras de ADN extraidos a partir de sangre periférica de
individuos que no presentan ninguna patologia. Todos los individuos que
donaron sangre para el estudio, firmaron un consentimiento informado, el cual
fue previamente aprobado por el comité de bioética de la “Universidad de las
Américas” UDLA. Las muestras se eligieron en base a los criterios de exclusion

e inclusién que se muestran en la tabla 2.
Tabla 2.

Criterios de exclusion e inclusién para la seleccién de las muestras.

CRITERIOS Muestras

Inclusion Individuos no diagnosticados con

alguna patologia (enfermedades
cardiovasculares, cancer,

enfermedades pulmonares cronicas)

Consentimiento informado por
escrito para participar en el proyecto
por parte del individuo o su

representante legal.

Acceso a los datos clinico-

patoldgicos de los individuos.

Exclusion Individuos diagnosticados con
alguna patologia (enfermedades
cardiovasculares, cancer,

enfermedades pulmonares cronicas)

4.2 Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre periférica

Para la extraccion de ADN a partir de sangre periférica se usé el kit Purelink
Genomic DNA (Thermo fisher scientific, USA) y se siguid el protocolo descrito

por el kit.
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Inicialmente, se precalentd el termobloque a 55 °C. Se colocaron 200 pL de la
muestra de sangre en un tubo eppendorf de 1,5 mL estéril. Se afiadieron 20 pL
de proteinasa K y 20 pL de ARNasa A, se mezclé rapidamente por vortex y
se incub6 durante 2 min a 24 °C (temperatura ambiente). Posteriormente, se
adicionaron 200 pL de PureLink Genomic Lysis / Binding Buffer y se
homogeniz6 mediante el uso de vértex. Seguido a esto, se incub6 a 55 °C

durante 10 min con el objetivo de promover la digestion proteolitica.

Al lisado resultante se afiadieron 200 pL de etanol al 100 % y se mezcld por
vortex durante 5 segundos. Después se coloc6 una columna dentro de un tubo
de recoleccion y se afadieron aproximadamente 640 pL del lisado. Se
centrifugd a 10000 x g durante 1 min a 24 °C (temperatura ambiente) y se
descarto el tubo de coleccién con el eluato. La columna se colocé en un nuevo

tubo de recoleccion.

Se continué con los lavados, afiadiendo 500 puL de tampdn de lavado 1 en la
columna y se centrifugd a 10000 x g durante 1 min a 24 °C (temperatura
ambiente). Se desecho el tubo de coleccion y se colocé la columna en uno
nuevo. Se prosiguié con el segundo lavado afiadiendo 500 pL de tampdn de
lavado 2 y se centrifugd a 21130 x g (velocidad maxima) por 3 min, a 24 °C

(temperatura ambiente). Se descart6 el tubo de coleccién con el eluato.

A continuacion se coloc6 la columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se
afadieron 30 puL de buffer de elucion. Se incubo por 1 min a 24 °C (temperatura
ambiente), transcurrido este tiempo se centrifugd a 21130 x g (velocidad
maxima) durante 1 min. Finalmente el ADN se obtuvo en un tubo eppendorf de
1,5 mL.
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4.3 Cuantificacion de ADN gendémico

Las muestras de ADN obtenidas fueron analizadas mediante el equipo
Nanodrop 2000 UV-VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).
Se midi6 la concentracion de las muestras y la calidad de cada una. Para lo
cual se uso6 2 uL de ADN y una longitud de onda de 260 nm.

Se analizaron los ratios 260/280 nm para verificar la pureza del ADN obtenido.
Cuando la muestra daba un valor entre 1,8-2 se concluia que el ADN tenia una
buena pureza, es decir, no habia presencia de proteinas u otros contaminantes
que tienen una absorbancia cercana a los 280 nm. También se evalu6 los
ratios 260/230 como una medida secundaria de la pureza del ADN obtenido.
Cuando la muestra daba un valor entre 2,0-2,2 indicaba que no habia
presencia de solventes organicos u otros contaminantes que absorben a
230 nm.

4.4 Determinacion genotipica

4.4.1 Amplificaciéon del fragmento del gen mmp-14 que contiene el
polimorfismo rs1003349 (MMP-14 -165G/T)

4.4.1.1 Disefio y analisis de cebadores

El disefio de los cebadores que se empled para el analisis y deteccién del
polimorfismo rs1003349 (MMP-14 -165G/T) por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se realizd con el programa Primer Blast. Se fij6 como criterio
de disefo: cebadores que se encuentren entre =150 pb y +159 pb de la
posicion del polimorfismo dentro de la regidon promotora gen. Los cebadores

seleccionados y utilizados en el proyecto se muestran en la tabla 3.
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Cebadores utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen MMP14

gue contiene el polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T).

CEBADOR secuencia 5'-3' | Tamano Inicio Fin Tamano
amplicon

Cebador AGAATATGCTT | 25 pb. 4772 4796 | 310 pb.

MMP14 F1/ ATAGGGACAAA

rs1003349-F | CTC

Cebador TCTTCTGCTTA |18pb 5081 5064 | 310 pb

MMP14R1/ | GTCGGCG

r=1003349-R

4.4.1.2 Optimizacion de las condiciones parala PCR

Para la optimizacion de la PCR se realizaron gradientes para todos los

componentes de la reaccidén. Adicionalmente, se realizO un ensayo de

adyuvantes, un gradiente de temperatura y una prueba de sensibilidad para la

reaccion de PCR estandarizada. El volumen final de reaccién se ajusté a 20 L.

Las concentraciones y volumenes finales de los reactivos de la PCR optimizada

se muestran en la tabla 4 y las condiciones finales de amplificacién en la

tabla 5.
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Concentraciones y volumenes finales de reactivos para la amplificacion por

PCR del fragmento del gen MMP14 para la deteccion del polimorfismo
rs1003349 (MMP14 -165G/T), para muestras de ADN extraido a partir de

sangre periférica.

REACTIVOS Ci Cf V(1x)
Agua 13,46 pL
Buffer 10x 1x 2 uL
MgCl, 50 mM 2mM 0,8 pL
dNTPs 20 mM 0,2 mM 0,2 pL
Primer Forward | 10 uM 0,2 uM 0,4 pL
Primer Reverse |10 uM 0,2 uM 0,4 pL
Tag Platinum 5 u/ pL 0,06 u/uL 0,24 uL
DMSO 100 % 25% 0,5 puL
ADN 20 ng/pL 2 uL
Volumen total 20 L

Tabla 5.

Condiciones de amplificacién del fragmento del gen MMP14 para la deteccién
del polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T), para muestras de ADN extraido

a partir de sangre periférica.

PASOS CICLOS TIEMPO TEMPERATURA
Desnaturalizacion | 1 4 min 94°C

Inicial

Desnaturalizacion | 30 1 min 94°C
Hibridacion 30 1 min 56°C
Elongacion 30 1 min 72°C
Elongacion final 1 7 min 72°C
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4.4.1.3 Comprobacion de la presencia del amplicon de interés

Para comprobar la presencia del amplicon de 310 pb del fragmento del gen
MMP-14 para la deteccién del polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165 G/T) se
realiz6 una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2 %. Se pes6 1 g de
agarosa y se colocé en 50 mL de TBE frio. Mediante la plancha de agitacion y
calentamiento se hirvid la solucién. Se esperd aproximadamente 15 min hasta
que la solucién se enfrid. Trascurrido este tiempo, se colocaron 2 pL de Syber
Safe y se mezclé con la ayuda de un agitador magnético. Inmediatamente y
evitando que solidifique la solucidén se dispensd en un molde y se dejo reposar

por 20 min.

Cuando el gel se solidific6 se colocé en la camara de electroforesis y se
aplicaron en cada pocillo 5 pL del producto de PCR con 1 yL de Tampon de
Carga. Como marcador de peso molecular se emplearon 5 pL de ADN Ladder
de 100 pb (Thermo fisher scientific, USA). Se dejo correr el gel durante 40 min
a 100 V.

Para visualizar y analizar los resultados de la electroforesis se empled el

equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, USA).

4.5 Purificacion del producto de la PCR mediante CLEANSEQ vy
secuenciacion de ADN tipo Sanger.

La secuenciacion tipo Sanger es un método enzimatico que se basa en el uso
de dideoxinucleotidos (ddNTPs) los cuales interrumpen la sintesis de la cadena
de ADN. Estos estdn marcados por isotopos radioactivos o con un fluoréforo
diferente para cada ddNTPs. La region de interés se amplifica por PCR
mediante el uso de cebadores especificos. Cada ciclo de amplificacion
aumenta en forma exponencial la cantidad de fragmentos sintetizados, todos

marcados con moléculas fluorescentes, las mismas que generan una luz de
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distinto color dependiendo del ddNTP terminal que se haya afadido.
Posteriormente, se lleva a cabo la separacion de los fragmentos por medio de
una electroforesis capilar. Cuando llegan al final del capilar los fragmentos de
diferentes tamafios, son excitados mediante un laser para detectar la
fluorescencia. Estos fragmentos emiten luz a diferentes longitudes de onda y
en base al color que genera el sistema se puede determinar cual es el
nucledtido presente. Finalmente, se tiene un electroferograma en el cual se
pueden observar varios picos con colores diferentes que representan cada

nucleodtido en la secuencia de ADN (Greif, 2012, pp. 3-6).

Tras la obtencion del producto de PCR, los amplicones se purificaron mediante
el uso del kit Agencourt® CleanSeq ® Dye-Terminator Removal (Beckman
Coulter, USA). Este método consiste en la inmovilizacion reversible de los
fragmentos de ADN en una fase solida, los amplicones obtenidos se adhirieron
a unas perlas magnéticas, facilitando su separacion de otros componentes de
la PCR.

Para iniciar se equilibr6 el compuesto Agencourt CleanSeq ® (Beckman
Coulter, USA), a 24 °C (temperatura ambiente) y se agité durante 3 min en
vértex para conseguir una buena homogenizaciéon. A continuacion se afiadieron
16,2 uL de etanol al 85 % y 2 uL del compuesto Agencourt CleanSeq ® por
cada 6 pL del producto de PCR. Se realizé un vértex brevemente y se realizd
una incubacién durante 3 min a 24 °C (temperatura ambiente) en la placa
magnética, al culminar este tiempo se observé un anillo y el liquido se
mostraba totalmente claro. Posteriormente, se desechd el liquido con cuidado
de no tocar el anillo formado. A continuacién, se colocaron 100 uL de etanol al
85 % a cada muestra y se incubd por 30 s, al terminar tiempo se deseché el
etanol por medio de la inversion de la placa magnética sobre el papel
absorbente, sin retirar los tubos de la placa. Se realizé6 nuevamente el lavado

con Etanol al 85 %. Seguidamente, se sometié a la placa magnética a una
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incubacion de 15 min a 37 °C para eliminar cualquier residuo de etanol.
Finalizada la incubacion los tubos fueron retirados de la placa magnética y se
afadieron 20 pL de Agua Milli-Q y se homogeniz6 por vortex durante 1 min.
Se ubicaron los tubos nuevamente en la placa magnética y se incubaron
durante 30 s a 24 °C (temperatura ambiente). Tras este tiempo, se obtuvo un
liquido transparente en el que se encontraban los fragmentos de ADN
purificados. Por ultimo, el liquido de cada tubo fue colocado en la placa del
secuenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Byosistems, USA).

Para el andlisis genotipico de cada muestra se utilizé el software Geneious
8.1.6 (Biomatters, USA).

4.6 Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo
-165 G/T. Se analizé el principio de Hardy-Weinberg para determinar si la
poblacién se encontraba genéticamente en equilibrio. Para este analisis se uso
la hoja de calculo de Microsoft Excel y se comprob6 mediante el software que
ofrece  OEGE (Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies)
Hardy-Weinberg equilibrium calculator including analysis for ascertainment
bias.

5. Resultados y Discusién

Entre las enfermedades que mas muertes causan en el mundo se encuentran
la cardiopatia isquémica, el cancer y la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). Estudios previos han establecido una asociacion entre la
expresion del gen MMP-14 y el desarrollo de estos trastornos. Las técnicas
actuales de diagnéstico no son lo suficientemente sensibles y especificas lo

gue dificulta su deteccion temprana. Como consecuencia, la tasa de mortalidad
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sigue aumentando por lo que constituyen un problema de salud, tanto en los

paises desarrollados como en aquellos en via de desarrollo.

El presente estudio se centré en la identificacién del polimorfismo -165 G/T en
el gen MMP-14, con el objetivo de determinar la frecuencia genotipica del
mismo en la poblacion ecuatoriana, y compararla con las que presentan otras
poblaciones que han sido estudiadas. El estudio sienta las bases para futuras
investigaciones orientadas a estudiar la relacion entre la presencia de este
polimorfismo y el riesgo para desarrollar las patologias previamente
mencionadas. A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el

estudio y se discuten sus implicaciones.

Las muestras de ADN se obtuvieron a partir de sangre periférica de individuos
sanos. EI ADN tuvo una buena concentracion y pureza, lo cual fue posible
verificar mediante el uso del equipo Nanodrop 2000 UV-VIS spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Se analizaron los ratios 260/280 nm, los ratios
obtenidos para las muestras se encontraba entre 1,8-2, lo cual indicaba que no
existian proteinas en la muestras. Asimismo, al analizar los ratios
260/230 nm se obtuvieron valores entre 2,0-2,2 lo cual permitié verificar que no
habia rastros de solventes organicos. Estos factores son muy importantes ya
que estudios previos han demostrado que la cantidad y calidad del ADN molde

son primordiales para conseguir una buena amplificacion por PCR.

Qamar y colaboradores explican que, las impurezas como: residuos de etanol,
dodecilsulfato sédico (SDS), proteinas o ARN influyen en la calidad del ADN
extraido y, constituyen un gran problema porque pueden ocasionar que la
actividad de la polimerasa se inhiba completamente, por lo que la amplificacion

por PCR no seria posible (Surzycki, 2000).
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El proceso de extraccion de ADN es una etapa fundamental en varios estudios
clinicos que incluyen el andlisis de polimorfismos, huellas dactilares de ADN y

secuenciacion de genes.

5.1 Optimizacion de la PCR para el fragmento del gen MMP-14 que

contiene el polimorfismo -165 G/T.

5.1.1 Verificacion de cebadores reconstituidos

Para la optimizacion de la PCR se tomd en cuenta la concentracién de los
reactivos y las condiciones de amplificacién. Se resuspendi6 los cebadores en
un volumen adecuado para llegar a una concentracioén final de 100 uM, para el
cebador Forward se usé un volumen de 1,431 mL y para el cebador Reverse se
usé un volumen de 1,573 mL. En la figura 11 se puede observar que la
integridad y pureza de los cebadores fue adecuada ya que se puede ver la
presencia de una sola banda con una buena intensidad. Sin embargo, se
observa una clara diferencia en la concentracion entre el cebador forward

(Figura 11, carril 4) y el cebador reverse (Figura 11, carril 3).

cl le2 lc3 lca lics lcé6 lc7 Ic8

-

600bp ) o

Figura 11. Electroforesis de cebadores MMP-14 P-F, MMP-14 P-R.

Ensayo realizado en un gel de agarosa al 4% tefiido con SYBER safe, para la comprobacién de
la calidad y concentracion de los cebadores. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb,
Carril 2: vacio, Carril 3: cebador MMP-14 P-R, Carril 4: cebador MMP-14 P-F, Carril 5: cebador
MMP-8 P-F, Carril 6: cebador MMP-8 P-R.
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Con el objetivo de corroborar el resultado anterior, se realizaron diluciones
seriadas de un cebador de concentracién conocida (100 uM, 75 uM, 50 uM,
25 UM, 10 pM, 5 uM, 2,5 uM, 1 uM) ademés se us6 SYBR Gold para tefiir el
gel y obtener una tincién fluorescente mas sensible, ya que se sabe que este
reactivo aumenta la fluorescencia al unirse a los acidos nucleicos, (Figura 12).
Se realiz6 un analisis cuantitativo de los picos de absorbancia de cada una de
las diluciones del cebador; empleando el software del equipo ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad, USA), (Figura 13). De esta manera determiné que,
efectivamente, el cebador forward se encontraba mas concentrado que el
cebador reverse (Figura 12 y 13), especificamente, el cebador reverse se
encontraba a una concentracion de 70 uM y el cebador forward tenia una
concentracion de 120 uM. De esta manera fue posible ajustar la concentracién
de los cebadores en la reaccion de PCR, partiendo de una concentracion de
10 uM y llevandola a la concentracién usada en la PCR gque se detalla en la
tabla 4, ya que como menciona (Sint, Raso, & Traugott, 2012, pp. 898-905) la
concentracion de los cebadores debe ser equilibrada, para que que se
incremente la capacidad de deteccion del sistema de PCR y permita que la

amplificacion de todos los fragmentos de ADN sea uniforme.
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T5uM 50uM 25uM  10uM  SuM 25uM 1w u M8-Fw M8Rv M14&Fw M14.Ry

Figura 12. Electroforesis para la comprobacion de la concentracion de los
cebadores MMP-14 P-F, MMP-14 P-R

Ensayo realizado en un gel de agarosa al 4% tefiido con SYBER Gold. Carrill: Patrén de 100
UM, Carril 2: Patron de 75 pM, Carril 3: Patron de 50 uM, Carril 4: Patrén de 25 pyM, Carril 5:
Patrén de 10 pM, Carril 6: Patrén de 5 uM, Carril 7: Patron de 2.5 pM, Carril 8: Patréon de 1 pM,
Carril 9: Marcador de Peso molecular, Carril 10: cebador forward para MMP-8, Carril 11:
cebador reverse para MMP-8, Carril 12: cebador forward para MMP-14, Carril 13: cebador

reverse para MMP-14
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100uM 75uM S0uM 25Um 10uM 5uM 2.5uM 1uM  STD MS8Fw MSRv M1dFw MI14-Rv

Figura 13. Picos de absorbancia de los cebadores MMP14 P-F, MMP14 P-R

Ensayo realizado mediante el uso del software del equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-
Rad, USA). Carril 1: Patrén de 100 uM, Carril 2: Patron de 75 uM, Carril 3: Patrén de 50 pM,
Carril 4: Patrén de 25 pM, Carril 5: Patron de 10 puM, Carril 6: Patron de 5 pM, Carril 7: Patron
de 2.5 uM, Carril 8: Patrén de 1 uM, Carril 9: Marcador de Peso, Carril 10: cebador forward
para MMP-8, Carril 11: cebador reverse para MMP-8, Carril 12: cebador forward para MMP-14,
Carril 13: cebador reverse para MMP-14

5.1.2 Optimizacién de latemperatura de hibridacion del sistema de PCR

Se realizé una PCR con las concentraciones que se muestran en la tabla 6 y
las condiciones de la tabla 5. Se realiz6 un gradiente de temperatura de
hibridacion, para lo cual se analizaron previamente las temperaturas de
melting (Tm) de cada cebador. EI ADN de los individuos se diluyé a una
concentracion final de 20 ng/uL y se afadieron a la reaccién 5 pL (100 ng
totales). El gradiente de temperatura fue: 48 °C, 50 °C, 52 °C, 54 °C, 56 °C, y
cada temperatura se ensay0 por duplicado. En la figura 14 se puede apreciar
que la temperatura éptima fue de 56 °C. La cual permite observar amplicones

de mejor intensidad vy el resultado es repetible entre los duplicados.

Esto coincide con lo reportado por varios autores que mencionan que la
temperatura 6ptima de hibridacién oscila entre los 45 y 65 °C (Castro,

Reaccién en cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) , s.f).
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En la figura 14 se observa que el tamafio del amplicon obtenido corresponde

con el tamano esperado es decir 310 pb.
Tabla 6.

Concentraciones y volumenes finales de reactivos en la PCR para la
amplificacion del fragmento del gen MMP14 que contiene el polimorfismo
rs1003349 (MMP14 -165G/T).

Reactivos Ci Cf V(1x)
Agua 10,96 pL
Buffer 10 x 1x 2 uL
MgCl; 50 mM 2mM 0,8 uL
dNTPs 20 mM 0,2 mM 0,2 uL
Primer Forward | 10 uM 0,2 uM 0,4 uL
Primer Reverse | 10 uM 0,2 uM 0,4 puL
Tag Platinum 5 u/puL 0,06 uM 0,24 uL
ADN 20 ng/uL 5uL
Volumen Total 20 pL
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Figura 14. Electroforesis de un gradiente de temperaturas

Ensayo realizado para la amplificacion del fragmento del gen MMP14 que contiene el
polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T), en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe.
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb, Carril 2 y Carril 3: temperatura de 48°C, Carril

4 y Carril 5: temperatura de 50°C, Carril 6 y Carril 7: temperatura de 52°C, Carril 8 y Carril 9:
temperatura de 54°C, Carril 10 y Carril 11: temperatura de 56°C.

5.1.3 Ensayo de adyuvantes para el sistema de PCR

Para incrementar la especificidad y fidelidad de la PCR se realiz6 un ensayo
con dos adyuvantes: glicerol (5 %) y dimetilsulfoxido (DMSO 2,5 %). Al usar
glicerol las bandas fueron muy tenues, lo que indica un efecto de inhibicién de
la reaccién, (figura 15). Este efecto se observa a pesar de que en otros
estudios se usa al glicerol como un reactivo estabilizador de la Tag-polimerasa.
No obstante, en el estudio realizado por Pulido y colaboradores, concluyeron
que, el uso de glicerol disminuy6 la sensibilidad del sistema de PCR, actuando
como un agente inhibidor, especialmente cuando se emplean bajas
concentraciones de ADN (Pulido, Mogollén, Morales, & Rincén, 2006).

En las reacciones a las que se les afiadi6 DMSO se aprecian amplicones mas
claros y con una mejor concentracion, por lo que se concluye que el uso de
este adyuvante favorece la reaccion de PCR (figura 15). Mas y colaboradores
en su estudio destacan que el uso de dimetilsulfoxido (DMSO) incrementa la

sensibilidad y fidelidad del sistema de PCR pues este adyuvante contribuye a la
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disminucién de la estructura secundaria del ADN (Mas et al., 2001) haciendo

mas accesible el ADN molde.

Figura 15. Electroforesis del ensayo de adyuvantes (DMSO vy glicerol)

Ensayo realizado para la amplificacion del fragmento del gen MMP14 que contiene el
polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T), en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe.
MP: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 1: Control negativo, Carril 2: vacio, Carril 3y
Carril 4: sin adyuvantes, Carril 5: Control Negativo, Carril 6: vacio, Carril 7 y Carril 8: muestras
con DMSO al 2,5%, Carril 9: Control negativo, Carril 10: vacio, Carril 11 y Carril 12: muestras

con glicerol al 5%.

5.1.4 Optimizacion del volumen final de reaccién

Se ajusto el volumen final de la reaccion de PCR a 20 pL, suficiente para la
posterior secuenciacion de los amplicones obtenidos (figura 16).
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Figura 16. Electroforesis de la optimizacion del volumen final de reaccion

Ensayo para la amplificacién del fragmento de 310 pb del gen MMP14 que contiene el
polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T), en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe.
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb, Carril 2: control negativo, Carril 3: vacio Carril

4y Carril 5: amplicones de la reaccién de PCR estandarizada para un volumen de 20 pL

5.1.5 Andlisis de sensibilidad analitica del sistema de PCR

Se realizaron diluciones seriadas 1:10 del ADN, con el fin de conocer cual es
la cantidad minima de ADN que se necesita para obtener un buen amplicon en
el sistema de PCR. Este ensayo es fundamental cuando se esta
estandarizando una PCR, ya que como menciona (Reyes et al., 2015, pp. 67-
74) la sensibilidad del sistema puede cambiar en dependencia de los
protocolos que se usen. Se ensayaron concentraciones desde, 20 ng/pL hasta
los 0,0002 ng/uL. Se determin6 que el sistema de PCR establecido para la
amplificacion del fragmento de 310 pb del gen MMP-14 tiene una sensibilidad
analitica que permite amplificar hasta 2 ng/uL de ADN. A esta concentracion se
observé una banda tenue, no obstante, para observar un amplicon 6ptimo la

concentracion minima del ADN debe ser de 20 ng/uL, (Figura 17).
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Figura 17. Electroforesis del ensayo de la sensibilidad analitica del sistema de
PCR.

Ensayo realizado para la amplificacion del fragmento del gen MMP14 que contiene el
polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T), empleando diluciones seriadas de ADN, se usé un
gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb,
Carril 2: vacio, Carril 3: Dilucién para 20 ng/pL, Carril 4: Dilucién 1/10 (2 ng/uL), Carril 5:
Dilucién 1/100 (0,02 ng/uL), Carril 6: Dilucién 1/1000 (0,002 ng/uL), Carril 7: Dilucién 1/10000
(0.0002 ng/pL).

5.1.6 Amplificacién del fragmento del gen MMP14 para la detecciéon del
polimorfismo rs1003349 (MMP14 -165G/T) en las muestras.

Las concentraciones, volumenes finales de los reactivos y condiciones de
amplificacion empleadas en el termociclador, se encuentran detalladas en

las tablas 4 y 5 en el capitulo de Procedimiento.

El amplicon obtenido redne las condiciones éptimas para ser empleado

posteriormente en la reaccion de secuenciacion (Figura 18).
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Figura 18. Electroforesis de la reaccién de PCR optimizada

Ensayo realizado para la amplificacién del segmento génico que incluye el polimorfismo -165
G/T (rs1003349) en el promotor del gen MMP-14, en gel de agarosa al 2%. Carril 1: Marcador
de peso molecular de 100 pb, Carril 2: control negativo, Carril 3: vacio, Carril 4: muestra BSU-
055, Carril 5: muestra BSU-074, Carril 6: muestra BSU-075, Carril 7: muestra BSU-045, Carril
8: muestra BSU- 058, Carril 9: muestra BSU-076, Carril 10: muestra BSU-065, Carril 11:
muestra BSU-068, Carril 12: muestra BSU-063, Carril 13: muestra BSU-067, Carril 14: muestra
BSU-072

5.2 Identificacion de genotipos por secuenciacion tipo Sanger.

Se amplificaron 103 muestras de ADN gendmico obtenidas a partir de sangre
periférica de individuos sanos (controles). Los amplicones obtenidos se
secuenciaron empleando el método de secuenciacion tipo Sanger (Greif,
2012, pp. 3-6), este protocolo fue adaptado por los investigadores del
Laboratorio de Investigacion de la Universidad de las Américas. La
secuenciacion tipo Sanger es muy recomendada en este tipo de ensayos
especialmente para la deteccion de alteraciones en el genéticas, Bansal y
colaboradores usaron este método para confirmar la presencia de nuevos SNP
(Bansal et al., 2010, pp. 537-545).

Una vez obtenidas las secuencias se realizé un alineamiento con el uso de la
herramienta BLAST del NCBI con el objetivo de comprobar que correspondian
al fragmento esperado del gen MMP-14. Como se muestra en la figura 19, la
secuencia obtenida corresponde con un 100 % de homologia al fragmento
esperado del gen MMP-14.

Con los electroferogramas resultantes de la secuenciacion de los amplicones

se pudo observar la presencia de las diferentes variantes polimorficas.
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Para identificar el genotipo de cada una de las muestras secuenciadas se
realizd un alineamiento multiple empleando el software Geneious (Biomatters,
USA). Como se observa en la figura 20, el alineamiento muestra la homologia
de las secuencias obtenidas con la secuencia consenso para el fragmento
amplificado del gen MMP-14 y permite identificar las diferentes variantes

polimérficas para el SNP estudiado.
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Figura 19. Alineamiento de las secuencias obtenidas

Alineamiento realizado con el uso de la herramienta BLAST del NCBI del fragmento del gen

MMP-14 obtenido a partir de la amplificacion por PCR empleando cebadores especificos y

secuenciando por método de Sanger.
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Figura 20. Alineamiento multiple con el software Geneious,

El alineamiento se realizé entre las secuencias obtenidas y la secuencia consenso reportada,

para la identificacién de las diferentes variantes polimorficas del SNP estudiado.

A partir de los electroferogramas se pudo determinar el genotipo de cada una
de las muestras. Se observé la presencia de los tres genotipos: homocigotos
dominantes (T/T), heterocigotos (G/T) y homocigotos recesivos (G/G). En el
electroferograma un pico de color amarillo representa una guanina, uno verde
representa una timina y cuando se observa la superposicion entre un pico
verde y uno amarillo indica la presencia del polimorfismo estudiado -165 G/T
(rs1003349) (figura 21).
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Figura 21. Electroferogramas obtenidos

Electroferogramas correspondientes al fragmento secuenciado que contiene el polimorfismo -
165 G/T (rs1003349).

a) electroferograma de un individuo con genotipo homocigoto (G/G)
b) electroferograma de un individuo con genotipo heterocigoto (G/T)

c) electroferograma de un individuo con genotipo homocigoto (T/T)

5.2.1 Analisis de las frecuencias genotipicas

El analisis de las frecuencias genotipicas se llevé a cabo a partir de las 103
muestras secuenciadas. Mediante la lectura de los electroferograma se pudo
determinar que la mayor parte de individuos del grupo estudiado presentan el
polimorfismo -165 G/T, con un 58,25 %, seguido por el genotipo (T/T) con un
25,24 %, y finalmente el genotipo (G/G) con un 16,50 %. En la tabla 7 se
resumen las frecuencias genotipicas y en la figura 22 se puede apreciar la

distribucion de los genotipos.
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Figura 22. Distribuciéon de los genotipos estudiados.
Tabla 7.

Frecuencias genotipicas de las variantes polimérficas en el grupo de estudio.

SNP Genotipos n Porcentaje
GG 17 16,504
1 4
1003349 GT 60 58,252
TT 26 25,242

Las frecuencias genotipicas determinadas para el polimorfismo -165 G/T
(rs1003349) se comportaron de la siguiente manera: para el genotipo G/G
0,165, para el genotipo T/T 0,252 y para el genotipo G/T 0,583. Las
frecuencias alélicas calculadas fueron para el alelo G 0,456 y para el alelo T

0,544. Los valores determinados se resumen en la tabla 8.
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Tabla 8.

Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo -165 G/T (rs1003349).

SNP Genotipos Frecuencia Frecuencia
genotipica alélica
G/IG 0,165 0,456
rs1003349 G/T 0583
TIT 0,252 0,544

Adicionalmente, se realizd un andlisis en base al teorema de Hardy-Weinberg
el cual parte de la genética mendeliana para el estudio de poblaciones de
individuos diploides. Este teorema postula que las frecuencias alélicas de una
poblacién determinada no cambian de generacion en generacién y que, si las
frecuencias de los alelos son (p y @) entonces, la frecuencia genotipica
esperada responderd a la ecuacion p? + 2pq + q% , cuando la poblacién se
encuentra en equilibrio. Esto implica que se mantiene la herencia basada en la
genética mendeliana. El equilibrio Hardy-Weinberg se mantiene cuando la
seleccion natural, las mutaciones y otros factores como la migracion no afectan

la genética de una poblacién (Andrews, 2010).

El andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg se llevé a cabo mediante una
prueba de X?, con 1 grado de libertad y una significancia estadistica de 0,05.
En la figura 23 se muestran los resultados de la prueba de X?, para la cual se
obtuvo una p>0,05, lo que indica que la poblacion de estudio se encuentra en

equilibrio.
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GENOTIPO ESPERADO OBSERVADO
Homocigotos comunes 30.45 26
Heterocigotos 51.11 B0
Homocigotos raros 21.45 17
Observados — Esperadﬂs: 0,92
(GG)
Esperados
Observados — Esperados® 1,55
- (67)
Esperados
Observados — Esperados® 0,65
(TT)
Esperados
~\
RESULTADO
X2=212

(103 muestras contadas)

\, J

Figura 23. Prueba de X? para el andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Al determinar las frecuencias de una poblacion se puede conocer en qué
proporcion se encuentra un genotipo o un alelo en un grupo determinado de
individuos (Arrunategui, Villegas, & Ocampo, 2013). Segun los resultados
obtenidos, se muestra que la frecuencia genotipica mas alta para el
polimorfismo estudiado fue de 58,25 % para el genotipo G/T lo que concuerda
con lo reportado en varios estudios previos. En una investigacion realizada en
Taiwan sobre el papel que tiene el polimorfismo -165 (rs1003349) en el
promotor del gen MMP-14 en el desarrollo de carcinoma hepatocelular, se
obtuvieron resultados similares, la mayor frecuencia genotipica correspondio a
los individuos G/T con 52,8 % (Chen et al., 2011). De igual manera, en un
estudio realizado sobre la relacion el polimorfismo mencionado en el promotor
del gen MMP-14 y el desarrollo de EPOC, la mayor frecuencia genotipica
correspondio a un 45 % de los individuos con genotipo G/T (Saitoh et al., 2005,
pp. 621-626).
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No obstante, al analizar las frecuencias genotipicas para el homocigoto
silvestre G/G y el homocigoto T/T y compararlas con estudios previos, se
puede observar que existe una diferencia notable con las distribuciones
genotipicas reportadas en otras poblaciones. En este estudio, el homocigoto
raro es el genotipo G/G ya que tiene una frecuencia genotipica de 0,165 y un
porcentaje de 16,50 %, y el homocigoto comun o silvestre es el genotipo T/T,
con una frecuencia genotipica de 0,252 y un porcentaje de 25,24 %. Estos
resultados no coinciden con los reportados en varias investigaciones previas.
En un estudio realizado en Taiwan, la frecuencia genotipica de G/G se
corresponde con el homocigoto silvestre y la frecuencia genotipica de T/T, con
el homocigoto raro (Weng, Chen, Lin, Chung, & Yang, 2012). En una
investigacion realizada en una poblacion asiatica, se reportaron los mismos
resultados, es decir, el homocigoto raro fue T/T y el homocigoto comun G/G
(Chen et al., 2011).

Segun el valor obtenido para la ley de Hardy-Weinberg la poblacién de estudio
se encuentra en equilibrio, sin embargo, teniendo en cuenta las distribuciones
genotipicas y alélicas obtenidas cabe la posibilidad de que exista una variacién

geneética.

Varios investigadores han sugerido la necesidad de realizar estudios de este
tipo en poblaciones de América Latina, ya que la mayoria de las
investigaciones que analizan SNPs en los genes que codifican para las
diferentes metaloproteinasas se han realizado en poblaciones asidticas o
caucdsicas y se conoce que las variantes polimorficas y sus distribuciones
alélicas y genotipicas pueden variar en dependencia del grupo étnico
estudiado (Saitoh et al., 2005, pp. 621-626).
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La variacion genética de una poblacion se puede deber a diferentes causas. Se
debe tomar en cuenta que estos cambios genéticos son los que permiten la
supervivencia de los individuos pertenecientes a una poblacion especifica,
ademas de la influencia que ejerce el medio ambiente donde se desarrolla el
individuo. No obstante, estas variaciones pueden ser consideradas tanto una

ventaja como una desventaja, dependiendo de la situacion.

Existen factores que provocan que la variacion genética aumente o se reduzca
(Miko & LeJeune, 2014). Los patrones de apareamiento entre los individuos
influyen mucho en la variacion genética. Normalmente, el apareamiento se da
de una manera aleatoria, pero en algunos casos, se da entre individuos que
tienen algun tipo de parentesco, es decir, de una manera no aleatoria. Cuando
se presenta una situacion asi, se habla de un cuadro de endogamia, esto
sucede cuando dos individuos con genotipos semejantes tienen una alta
probabilidad de emparejarse entre ellos. También, se puede presentar el caso
de la exogamia, donde se presenta una alta probabilidad de que individuos con

un genotipo particular se emparejen (Miko & LeJeune, 2014).

Se conoce que cuando se trata de un cuadro de endogamia las frecuencias
genotipicas pueden variar aumentando la frecuencia del homocigoto. Sin
embargo, la endogamia no puede alterar las frecuencias alélicas, pues se
necesita que otros factores actien para que estas frecuencias cambien
(Escudero, 2014). En este estudio, encontramos variaciones en las frecuencias
genotipicas en comparacion con otros estudios, sin embargo las frecuencias
alélicas coinciden con lo reportado. Tee y colaboradores estudiaron la
presencia del polimorfismo -165 (rs1003349) en el gen MMP-14 y su relacion
con el desarrollo de cancer cervical (Tee et al., 2012, pp. 932-938). En su
estudio encontraron que la distribucion genotipica para la variante G/G es
mayor que la frecuencia genotipica para T/T, resultado que difiere al obtenido.

Sin embargo, al comparar las frecuencias alélicas los resultados obtenidos en
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ambos estudios son similares. Tee y colaboradores reportan una frecuencia
para el alelo G de 0,46 y para el alelo T 0,54 lo cual coincide con los resultados
de este estudio. De igual manera Saitoh y colaboradores reportan una
frecuencia para el alelo T de 0,56 y para el alelo G de 0,44 (Saitoh et al., 2005,

pp. 621-626) resultados que se asemejan notablemente a los obtenidos.

Lo datos aportados indican que en la poblacion estudiada se ha dado una
posible variacién genética en cuanto a las frecuencias genotipicas, pero que a

pesar de esto, no se ha producido un cambio en las frecuencias alélicas.

Actualmente, en el pais no se han realizado estudios acerca de las
distribuciones genotipicas y alélicas para diferentes variantes polimérficas. Sin
embargo, en los escasas investigaciones realizadas no se han detectado
frecuencias alélicas que no obedezcan a las leyes de la genética mendeliana
(Paz-Mifio & l6pez, 2014).

Inicialmente, el Ecuador, al igual que muchos paises de América Latina se
caracteriz6 por poseer una poblacidén genética y fenotipicamente diversa, como
consecuencia del entrecruzamiento entre varias etnias. Esto provocé que se
produjera un flujo genético alto que resultd en la aparicion de nuevas
caracteristicas, que fueron influenciadas por factores ambientales (Paz-Mifio &
l6pez, 2014).

Nuestro pais es reconocido internacionalmente como uno de los paises cuya
poblacién presenta un alto indice de trastornos genéticos debido a las variantes
genéticas generadas. Esta situacion se debe a diferentes causas, pero entre
las principales se encuentra la consanguinidad, que se refiere a un individuo

gue comparte un antepasado comun con otro, es decir, que descienden de un



66

mismo ancestro. Por otro lado ha influido el nivel de endogamia. Estos dos
factores pueden producir una variacion genética en la poblacion, provocando

que aumente la homocigocidad (Lardoeyt, Rodriguez, Camacho, & Jijon, 2011).

Los resultados presentados en este estudio y la bibliografia consultada
sugieren que los cambios observados en las frecuencias genotipicas podrian
deberse al nivel de endogamia y consanguinidad que presenta la poblaciéon

ecuatoriana.

5.3 Relaciéon entre los genotipos encontrados y el desarrollo de

enfermedades.

La metaloproteinasa 14 cumple un papel fundamental en la patofisiologia de
algunas enfermedades, entre ellas, se encuentran las enfermedades que mas
decesos causan a nivel mundial (cardiovasculares, el cancer y las pulmonares
cronicas). Se ha reportado que en el cancer de mama y de pulmoén, se produce
una sobreexpresion de la MMP-14, lo que permite sugerir que la expresion de
esta enzima tiene un papel importante en la progresion tumoral (Polette et al.,
1996, pp. 29-35). De la misma manera, Pérez y colaboradores mencionan que,
la expresion de MMP-14 es elevada en enfermedades cardiacas como la

ateroclerosis (Pérez-Hernandez et al, 2013, pp. 655-664).

Con este enfoque, resulta significativo estudiar las variaciones genéticas que
se pueden presentar en el gen que codifica para MMP-14, ya que la presencia
de estas alteraciones en la regidon promotora influye en la expresion del mismo.
En patrticular, el polimorfismo -165 (rs1003349), ha sido muy estudiado por su

posible relacién con algunas de las enfermedades descritas previamente.
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Tee y colaboradores realizaron un estudio acerca de la presencia del
polimorfismo -165 G/T (rs1003349) ubicado en la region promotora del
gen MMP-14 vy el desarrollo de cancer de cuello uterino. En su estudio reportan
que, la presencia del genotipo heterocigoto G/T implica una menor probabilidad
de desarrollar esa neoplasia, y que los genotipos homocigotos G/G y T/T

presentan un mayor riesgo de desarrollar la misma (Tee et al., 2012).

Al comparar estos resultados con los obtenidos se puede apreciar la
correspondencia entre ambos estudios, ya que en nuestra poblacién el
genotipo encontrado con mayor frecuencia fue el heterocigoto G/T. Estos
resultados nos permiten sugerir que este polimorfismo podria tener un papel
protector para el desarrollo de estas enfermedades, sin embargo, para
corroborar esta hipétesis es necesario comparar las frecuencias genotipicas y
alélicas en un grupo de pacientes que presenten estas enfermedades.
Ademas, estudiar como influye la presencia de estos genotipos en la expresion

del gen, tanto en el grupo de pacientes como en el grupo de individuos sanos.

Saitoh y colaboradores en su estudio realizado en una muestra de la poblacién
egipcia, reportaron que la presencia del genotipo T/T presenta una asociacion
estadisticamente significativa con el desarrollo de EPOC (Saitoh et al., 2005,
pp. 621-626). Resultados similares reportaron Chen y colaboradores, quienes
en su estudio concluyeron que existe una relacién entre la presencia del
genotipo T/T y el desarrollo del carcinoma hepatocelular. Por lo tanto este
genotipo podria constituir una diana molecular para el diagnéstico de la
neoplasia estudiada (Chen et al., 2011).

Es necesario destacar que bajo esta perspectiva, los estudios citados muestran
una relacién entre la presencia del homocigoto T/T y el desarrollo de varias

patologias. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que en estas



68

investigaciones el homocigoto raro lo constituye el genotipo T/T, lo cual difiere
de los hallazgos de nuestra investigaciéon, donde se encontré6 una menor
frecuencia genotipica para el homocigoto G/G por ende, en nuestras
condiciones es este el homocigoto raro. Estos resultados, resaltan la necesidad
de estudiar los niveles de expresion del gen MMP-14 para los diferentes

genotipos encontrados en nuestra poblacién.

Existen discrepancias en los resultados obtenidos por varios autores que han
estudiado previamente el comportamiento de SNPs, en los genes que codifican
para las metaloproteinasas.

Krishnaveni y colaboradores realizaron un estudio con el objetivo de corroborar
la relacion entre el polimorfismo -1562 T/T en el gen MMP-9 y el desarrollo de
cancer gastrico, ya que este polimorfismo se ha visto relacionado con algunos
tipos de cancer. Estos investigadores realizaron su estudio en una poblacién de
la India y concluyeron que en ese grupo el polimorfismo estudiado no tiene una
asociacion con el desarrollo de cancer gastrico. Es por esto que, Krishnaveni y
colaboradores concluyen que existen diferencias en los resultados
dependiendo del grupo étnico que se estudie. Por lo tanto, debemos tener en
cuenta que la relacion entre las variaciones genéticas y la predisposicion para
el desarrollo de distintas enfermedades, depende del origen étnico de una
poblacion dada y la influencia de los factores ambientales a los que se

encuentre expuesta.
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6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

El genotipo heterocigoto G/T fue el mas frecuente en la poblacion en estudio,
con un 58,25 %.

El homocigoto G/G es el homocigoto raro en la poblacién estudiada con una
frecuencia genotipica de 0,165.

Las frecuencias genotipicas reportadas en esta investigacion difieren de
estudios previos realizados en otras poblaciones.

El genotipo G/T dada su frecuencia en nuestra poblacién podria ejercer un
papel protector para el desarrollo de algunas patologias como (enfermedades

cardiovasculares, el cancer y las enfermedades pulmonares crénicas).

6.2 Recomendaciones

Realizar un estudio similar en pacientes con enfermedades relacionadas con

el polimorfismo analizado y comparar las frecuencias genotipicas y alélicas.

Estudiar las diferencias de expresion del gen MMP-14 en dependencia del
genotipo

Analizar como influye la expresion del gen MMP-14 en el desarrollo de las

diferentes patologias de interés.

Investigar el papel en conjunto de varios polimorfismos en las
metaloproteinasas en el riesgo para el desarrollar enfermedades transmisibles

y no trasmisibles.
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