INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA NACIONAL DE MEDICINA Y HOMEOPATIA

SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

MAESTRIA EN CIENCIAS EN DE BIOMEDICINA MOLECULAR

‘DESEQUILIBRIO DE LAS METALOPROTEINASAS EN EL
DESARROLLO ATEROSCLEROTICO”

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA MOLECULAR

PRESENTA:

MED. CIR. CARMONA GONZALEZ CARLOS AMIR

DIRECTORES:

DRA. EN C. PAULA FIGUEROA ARREDONDO
DR. EN C. CITLALTEPETL SALINAS LARA

MEXICO, D.F. A 15 DE JUNIO DE 2012




SIP-14-BIS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

Enla Ciudad de  México, D.F siendo las 10:00 horas del dia 15 del mes de
Junio del 2012 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de la Tesis, designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de La Escuela Nacional de

Medicina y Homeopatia para examinar la tesis titulada:

Desequilibrio de Metaloproteinasas en el Desarrollo Aterosclerético

Presentada por el alumno:
Carmona Gonzalez Carlos Amir

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:lA |1 ‘0 IO ,6 \2 [1

|

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Biomedicina Molecular

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

QDMMQLW@

COMISION REVISORA
Directores de tesis

Dra. Paula Maria del Caffjhen Figueroa Arredondo Dr. Cltlaltepétl‘Sa\@as ra
Profesor Cok¢giado Profesor Invitado
Clave SIP#6052-EC-09 Clave SIP: 7270-EA-

4§2é;{; 4AZ/
Dra. Claudia uéBenitez Cardoza

“Profesor Colegiado
Clave SIP: 6964-EC-10

WY epbmﬁcmco NACIONAL
kAoNACIONAL DE MEDICINA

Y HOMEOPATIA

N DE ESTUDIOS DE POSGRADO

E INVESTIGACION



INSTITUTO POLI TECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F. el dia 15 del mes Junio del afio 2012, el que suscribe

 Carlos Amir Carmona Gonzélez alumno del Programa de Maestria en Ciencias en

Biomedicina Molecular con nimero de registro A100621, adscrito a la Escuela Nacional de

Medicina y Homeopatia, manifiesta que es autor intelectual del presente trabajo de Tesis bajo

la direccion de la Dra. Paula Maria del Carmen Figueroa Arredondo y cede los derechos del

trabajo intitulado Desequilibrio_de Metaloproteinasas en el Desarrollo Aterosclerdtico, al

Instituto Politécnico Nacional para su difusion. con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual. graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido

escribiendo a la siguiente direccion dr.carlos.amir.carmona@gmail.com. Si el permiso se

otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

fmona Gonzdlez



1. indice

2. Dedicatoria

3. Agradecimientos

4. Lista de Figuras

5. Listade Tablas

6. Abreviaturas

7. Resumen

8. Abstract

9. Introduccién

10.Generalidades de Aterosclerosis
11.Formacion de la Placa Ateromatosa
12.Metaloproteasas y Ateroesclerosis
13.Sistema Fibrinolitico en Ateroesclerosis
14.Morfologia Histopatoldgica
15.Antecedentes

16.Justificacion

17.Pregunta de Investigacion
18.Hipotesis

19.0Objetivos

20.Metas

15

20

22

25

30

31

31

31

32



21.Estrategia experimental
22.Material y Métodos

23.Tipo y Disefio De Estudio
24.Universo de estudio

25.Tamafo de muestra

26.Criterios de Inclusion
27.Criterios de No Inclusion
28.Criterios de Exclusion
29.Variables Dependientes
30.Variables Independientes
31.Definicién Operacional de Las Variables
32. Técnica de Inmunohistoquimica
33.Etica

34.Resultados

a) Métodos Estadisticos y Analisis de Resultados

b) Caracteristicas Clinicas
c) Caracteristicas Histopatologicas
d) Caracteristicas Inmunohistoquimicas

e) Correlaciones Estadisticas

33

34

34

35

35

35

36

36

36

37

37

42

43

44

44

46

51

57

61



35.Discusion
36.Conclusiones
37.Perspectivas
38.Anexo 1
39.Anexo 2

40.Referencias Bibliograficas

65

73

75

76

77

80



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Nacional de
Medicina y Homeopatia bajo la direccion de la Dra. Paula Maria del Carmen
Figueroa Arredondo investigadora titular del Programa Institucional de
Biomedicina Molecular de la ENMH-IPN.

Asi como en el Laboratorio de Neuropatologia del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia de la Secretaria de Salud bajo la codireccion del Dr.
Citlaltepetl Salinas Lara, Anatomopatdlogo e investigador adscrito al mismo

instituto.

Se agradece el apoyo otorgado por parte de la Dra. Patricia Soto Marquez, Dr.
Guillermo Valero Elizondo y el Dr. Victor Gabriel Hernandez Chéavez
anatomopatélogos adscritos al departamento de patologia del Hospital de
Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del
Seguro Social para la obtencion de las muestras bioldgicas utilizadas en este

trabajo.

El alumno Carlos Amir Carmona Gonzalez fue becario a nivel maestria del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, en el periodo del 01 de Febrero de
2010 al 31 de Enero de 2011, Numero de becario: 237288, asi como becario a
nivel maestria del Programa Institucional de Formacion de Investigadores del
Instituto Politécnico Nacional de Enero de 2011 a Enero de 2012, Numero de
proyecto: 20111231



Dedicado a mi padre, a mi madre y a mi hermana.
Porque estamos tan unidos... y no solo por la sangre; sino también por las

almas, que si tuviera que elegir, a alguien que me acompafie, en la gran osadia

que se llama vida, solo en ustedes pensaria.

A ti mi nifia por convertirte en mi cobijo, mi refugio, mi fuerza y mi ilusion.

A mis amistades por refrescarme e inspirarme por dejarme descansar, a mis

enemistades por hacerme reaccionar

Pero sobre todo DEDICADO a aquellos que viven la aventura de seguir siendo
humanos, a pesar de los afios y seguir amando con gran pasion el regalo que se
nos ha otorgado: LA VIDA

Carlos Amir Carmona Gonzalez



AGRADECIMIENTOS

Agradecer a mi tutora de posgrado la Dra. Paula Figueroa Arredondo de la
E.N.M.y H. del I.P.N. por su trato humano y su vision critica de muchos aspectos
académicos asi como cotidianos de la vida, que ayudan a formarte como

persona e investigador.

Mis agradecimientos sinceros a mi director y tutor de proyecto de posgrado,
pero sobre todo amigo, al Dr. Salinas Lara, por su esfuerzo y dedicacion. Sus
conocimientos, sus orientaciones, su manera de trabajar, su persistencia, su
paciencia y su motivacion han sido fundamentales para mi formaciéon como un

médico integral.

También me gustaria agradecer los consejos recibidos a lo largo de los ultimos
afos por otros profesores que he tenido la suerte de encontrar a lo largo de esta
senda, que de una manera u otra han aportado su granito de arena a mi
formacion. Destacar al Dr. Angel Esquivel, a la M. en C. Ana Laura Luna Torres,

al Dr. Mario Alberto Juarez Millan y al Dr. Victor Garcia Acosta.

A mis dos amigos y compafieros de aventura M.C. Omar Jorge Castillon
Benavides y M.C. Nidia Karen Castillon Benavides los mejores compafieros que
se pueden tener.

Gracias a mis Universidades

Gracias a la F.E.S. Iztacala U.N.A.M. Gracias ala E.N.M.y H. I|.P.N.

Carlos Amir Carmona Gonzalez



Lista de Figuras

Figura 1. Proyecciones de mortalidad por enfermedad isquémica del corazén.
(INEGI, 2002)

Figura 2. Histologia de Arteria Coronaria Normal

Figura 3. Efectos activadores de la infiltracion de las LDL en la inflamacion
arterial. (Hansson, 2005, NEJM)

Figura 4. Macréfagos Espumosos

Figura 5. Efectos de la activacion del sistema inmunolégico en la inflamacién
arterial. (Hansson, 2005, NEJM)

Figura 6. Placa de fibroateroma coronario y placa calcificada coronaria

Figura 7. Clasificacion histopatologica de la Asociacion Americana del Corazon
para ateroesclerosis.

Figura 8. Clasificacion histopatolégica de la Organizacion Mundial de la Salud.
Figura 9. Papel del sistema fibrinolitico en la activacion de las MMP’s
(Rodriguez-Fragoso L, 2000, Rev Inst Nal Cancerol)

Figura 10. Estructura general de Metaloproteasas de matriz. (Gonzalez-Avila,
2009, Rev Inst Nal Enf Resp Mex)

Figura 11. Estructura general por familia de Metaloproteasas de Matriz
Extracelular (Bustos-Jaimes, 2008, Mensaje Bioquimico, Vol XXXIl, U.N.A.M.)
Figura 12. A. Activacién del sistema de coagulacion por ruptura de placa
ateromatosa (Hansson, 2005, NEJM)

B. Histopatologia de placa ateromatosa trombosada.

Figura 13. Esquema de estrategia experimental

Figura 14. Modelo de estrategia de analisis estadistico.



Figura I. Frecuencia de la prevalencia Diagnésticos Médicos al momento de la
defuncion

Figura Il. Frecuencia de la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular.
Figura Ill. Frecuencia de la prevalencia de obesidad acorde a indice de masa
corporal.

Figura IV. Frecuencia de la prevalencia de enfermedad hipertensiva acorde a la
Clasificacion del Joint National Comitee 7

Figura V. Representacion de la medicion de la luz remanente y obstruccion por
placa ateromatosa

Figura VI Representacion de luces vasculares remanentes de distintas arterias
coronarias

Figura VII. Representacion de distintos grados de ateroesclerosis acorde a la
AAC.

Figura VIII. Correlacién estadistica entre Edad y Obstruccion.

Figura IX. Correlacion estadistica entre Factores de riesgo y Obstruccion.
Figura X. Correlacion estadistica entre Hipertension Arterial y Obstruccion.
Figura XI. Representacion de la presencia de MMP-1 en distintos estadios de
ateroesclerosis acorde a la A.A.C.

Figura XIl. Representacion de la presencia de MMP-9 en distintos estadios de
ateroesclerosis acorde a la A.A.C.

Figura Xlll. Representacion de la presencia de MMP-10 en distintos estadios de
ateroesclerosis acorde a la A.A.C.
Figura XIV. Representacion de la presencia de TIMP-1 en distintos estadios de

ateroesclerosis acorde a la A.A.C.

Figura XV. Representacion de la obtencion de unidades colorimétricas decimales
RGB.

Figura XVI. Correlacion estadistica entre MMP-1 y Grado Histopatoldgico

Figura XVII. Correlacion estadistica entre MMP-9 y Clasificacion de la O.M.S.
Figura XVIIl. Correlacion estadistica entre MMP- 9 y Clasificacion de la A.A.C.
Figura XIX. Correlacion estadistica entre MMP-10 y Grado Histopatolégico

Figura XX. Correlacion estadistica entre TIMP-1 y Grado Histopatolégico.



Lista de Tablas

Tabla 1. Niveles Lipidicos Plasmaticos
Tabla 2. Clasificacion O.M.S. y A.A.C.

Abreviaturas

LDL
LDLox
HSP
EAC
IAM
MMP
MMP’s
IL
IFN-a
IFN-y
NK

CD
t-PA

PAI-1

TNF-a
TIMP

TIMP’s

Lipoproteina de Baja Densidad

Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada
Proteina de Choque Térmico

Enfermedad Arterial Coronaria

Infarto Agudo del Miocardio
Metaloproteasa de Matriz Extracelular
Metaloproteasas de Matriz Extracelular
Interleucina

Interferén Alfa

Interferon Gamma

Asesinas Naturales (Natural Killers)
Cluster de Diferenciacion

Activador del Plasminogeno Tisular
Inhibidor de Activador del Plasminogeno
Activador del Plasminogeno Tipo Uroquinasa
Factor de Necrosis Tumoral Alfa
Inhibidor Tisular de Metaloproteasa

Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas



Resumen

La ateroesclerosis es una enfermedad de la pared arterial caracterizada por el
depoésito e infiltracion de sustancias lipidicas que provocan una reaccion
inflamatoria excesiva involucrando los mecanismos de la inmunidad celular y
humoral, en las arterias de mediano y grueso calibre, la disfuncion del endotelio
vascular considerado como el primer eslabén en la cadena de formacion del
ateroma, secundario a distintos eventos lesivos que involucran hipertension,
obesidad, tabaquismo, infecciones, asi como la retencion de lipoproteinas

séricas en la intima arterial por proteoglicanos expuestos.

Otro factor contribuyente en este proceso es la activacidon del sistema
fibrinolitico. Debido al estimulo del fibrinbgeno que penetra en la capa intima
arterial por disfuncion y permeabilidad endotelial previa, se tiene como
consecuencia la activacion de plasminogeno a plasmina, la cual a su vez
procesa y permite el inicio del procesamiento proteolitico y por tanto activacion
de las pro-metaloproteasas producidas por macréfagos, linfocitos T, linfocitos B y
células endoteliales. Las células mencionadas contindan produciendo pro-
metaloproteasas, citocinas y quimiocinas, activadas constantemente por la
interaccion con plasmina, creando un circulo vicioso de mayor atraccion de
células inmunitarias que producen aun mayores cantidades de metaloproteasas
gue se activan, causando la degradacion de matriz extracelular, conllevando a
una remodelacion vascular patolégica, aunada a la internalizacién lipidica estos

factores predisponen la formacién de placas aterosclerdticas.

Este proceso fisiopatoldgico culmina con la oclusion del lumen arterial, ya sea
por progresion de la formacion de la placa ateroesclerética, o por la ruptura de
esta, provocando la aparicion de las distintas manifestaciones clinicas que van
desde un cuadro anginoso, infarto agudo al miocardio, accidente

cerebrovascular e inclusive la muerte.



Abstract

Atherosclerosis is a disease of the arterial wall characterized by the deposition
and infiltration of lipid substances that cause an inflammatory reaction involving
mechanisms of cellular and humoral immunity in the arteries of medium and large
size, the vascular endothelial dysfunction considered the first link in the chain of
atheroma formation, is secondary to various damaging events involving
hypertension, obesity, smoking, infections, as well as the retention of serum

lipoproteins in the arterial intima proteoglycans exposed.

Another contributing factor in this process is the activation of the fibrinolytic
system. Due to stimulation of fibrinogen which penetrates the arterial intima due
endothelial permeability and dysfunction, it results in activation of plasminogen to
plasmin, which processes and allows the start of proteolytic activation of pro -
metalloprotease produced by macrophages, T lymphocytes, B lymphocytes and
endothelial cells. Mentioned cells continue to produce pro-metalloproteases,
cytokines and chemokines, constantly activated by interaction with plasmin,
creating a vicious cycle of increased attraction of immune cells that produce even
greater amounts of metalloproteases that are activated, causing degradation of
extracellular matrix, leading a pathological vascular remodeling, coupled with lipid
internalization of these factors predispose the formation of atherosclerotic

plaques.

This pathophysiological process culminates with occlusion of the arterial lumen,
either due to progression of atherosclerotic plaque formation, or the rupture of
this, causing the appearance of the various clinical manifestations ranging from

angina, myocardial infarction, stroke or death.



Introduccion.

La afeccion miocérdica originada por un desequilibrio entre el flujo sanguineo
coronario y las necesidades miocardicas, causado por alteracion de la
circulacion coronaria es conocida como cardiopatia isquémica. La cual en su
mayoria es causada por un proceso vascular, inflamatorio crénico, conocido
como aterosclerosis; caracterizado por el engrosamiento de la capa intima y
media arterial de los vasos de mediano y gran calibre con pérdida de elasticidad
con la presencia de una lesion de ateroma compuesta por lipidos, colageno,
tejido fibroso y células inflamatorias.* La patologia cardiovascular secundaria a la
Enfermedad Arterial Coronaria (EAC) causada por ateroesclerosis, actualmente
es la primera causa de mortalidad en el mundo occidental y para el afio 2020

seré la principal y primera causa de mortalidad en todo el planeta.’?

MORTALIDAD POR ENFERMEDAD ISQUEMICA DEL CORAZON

Mortalidad por enfermedad isquémica
Rango

[]168329
[ 33.0490
] 49.165.1
B 65.279.8

Proyecciones de la poblacion de México 2000-2050.

Figura 1. Proyecciones de mortalidad por enfermedad isquémica del
corazon. (INEGI, 2002)



A nivel miocardico, las arterias coronarias son los vasos encargados de
transportar sangre rica en oxigeno y nutrientes, son vasos de mediano calibre
que se van ramificando en otros mas estrechos hasta dar lugar a los de pequefio
calibre o arteriolas, que preceden inmediatamente a los capilares sanguineos y

4 Las arterias coronarias se

conforman la red nutricia y funcional cardiaca.
encuentran conformadas por tres capas de tejido; la capa mas externa se
denomina tdnica adventicia, se trata de una capa rica en colageno y fibras
elasticas que confieren a las arterias, respectivamente, resistencia y elasticidad
para evitar colapso o ruptura.’ La capa intermedia se denomina tdnica
intermedia o muscular, es la capa mas gruesa de las tres. Estd formada por
musculo liso y por fibras elasticas. Esto permite la adaptacién del calibre al flujo
sanguineo en cada momento mediante la contraccion y la dilatacién arterial.® La
capa mas interna, que esta en contacto directo con la sangre, se denomina
tunica intima o endotelio. La cual es una capa muy delgada y lisa de células
endoteliales con funcién endocrina e inmunolégica. Cualquier irregularidad o
dafio en esta capa desencadena distintas respuestas inmunolégicas asi como la
pérdida del flujo laminar dentro de la arteria lo cual podria activar el sistema de
coagulacion y la consiguiente formacién de coagulos dentro de las arterias.”

Algunos factores de riesgo bien establecidos se han asociado con el desarrollo
aterosclerotico, incluyendo diabetes mellitus, hipertensién, hiperlipidemia,
tabaquismo, e historia familiar positiva de cardiopatia isquémica, evento
vasculocerebral entre otros.” Los cuales se han reconocidos como factores que
pueden desencadenar la aparicion de Infartos Cerebrales, Miocardicos, e

inclusive intestinales.’



Generalidades de la Aterosclerosis

La aterosclerosis resulta en la infiltracion progresiva de la pared vascular por
células de musculo liso, células inmunolégicas como macréfagos, linfocitos T y
B; asi mismo por lipidos del tipo de las lipoproteinas séricas, mayormente de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) que se depositan con mayor frecuencia en

las arterias, coronarias, femorales, carétidas, aorta.®

Figura 2. Anatomia microscoOpica de una arteria. A. Arteria coronaria
histol6gicamente normal, B. Capa Intima o endotelial, C. Capa Muscular, D.

Capa Adventicia.

Mientras la placa ateromatosa madura a través de distintos mecanismos, la capa
intima que recubre el material aterosclerético tiende a adelgazarse y a ser
degradada por distintas proteasas producidas por macrofagos, células



endoteliales y linfocitos, presentes en el sitio de lesion lo cual le confiere el
potencial de ruptura y trombosis.*° La trombosis aguda que es el desenlace del
cuadro de aterosclerosis coronaria, puede resultar en consecuencias que van de
lo peligroso a lo letal, como puede ser una angina inestable, infarto agudo al

miocardio (IAM) o muerte stbita.®

La deteccion de inflamacion crdnica puede ayudar a predecir la EAC en
pacientes con IAM que han sido reconocidos previamente, con marcadores pro
inflamatorios como la tasa elevada de eritrosedimentacion y tasas aumentadas
de proteina C reactiva.® La Inflamacién Crénica, evidenciada con niveles
elevados de Proteina C reactiva esta asociada directamente con el desarrollo
de EAC.°

Formacion de la placa Ateromatosa.

Existen distintas teorias fisiopatolégicas para comprender la formacion de la
placa ateroesclerética, dentro de las que cuentan con mayor aceptacion se
encuentra la teoria multifactorial que describe que el proceso se inicia con una
lesion endotelial, lo cual produce disfuncién en el endotelio, provocando cambios
en la permeabilidad, en la adhesiébn y una respuesta a varios factores
estimulantes y de crecimiento, de esta manera las células endoteliales y las
células musculares lisas interactian con los monocitos, linfocitos T y plaquetas
dando lugar al componente celular de la respuesta fibroproliferativa que

finalmente tendria como resultado la formacién de la placa ateroesclerética.*?

La teoria monoclonal de la formacion de la placa de ateroma parti6 de la
observacion que las placas ateroscleréticas frecuentemente aparecen de forma
aislada formando nédulos rodeados por areas de tejido normal. Asi se sugiere
gue cada lesion aterosclerética deriva de una Unica célula muscular lisa, siendo

la aterosclerosis una forma de neoplasia. Llegando a la conclusion que cada



lesion arterial representa un clon derivado de una unica célula muscular lisa, al
gue se le llamé monotipo, sugiriendo de esa forma que la transformacion celular

inicial podria ser provocada por virus, agentes quimicos u otros mutagenos.*°

La teoria la disfuncion endotelial toma en cuenta esta, asi como los niveles
elevados de colesterol circulante, primordialmente lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (OxLDL) ?* # La acumulacién inicial, reversible ain de
macrofagos asociados a lipidos en el espacio subendotelial, es una

consecuencia de la migracién de células derivadas de monocitos.

Las células que se acumulan en puntos focales dentro de la pared vascular en
arterias de mediano y pequefio calibre atraidas por citocinas y moléculas de
adhesion, que son producidas por el endotelio dafiado. Los Monocitos se
diferencian In Situ en macroéfagos los cuales expresan receptores de membrana
como los Tipo Toll (Toll-like) y los receptores “Scavenger” que participan en la
limpieza y eliminacién de oxLDL.?*?* Los linfocitos pueden a su vez migrar y

acumularse dentro de la pared arterial desde las etapas mas tempranas.®

Cuando el proceso inflamatorio se torna cronico, las células musculares lisas
también pueden migrar y formar parte de la capa intima arterial, en respuesta a
las citocinas presentes, en este proceso interviene la liberaciéon de
Metaloproteasas (MMP’s) de membrana que les permiten penetrar a través de la

intima elastica hacia el espacio subendotelial.?®

10



Endothelium

Accumulation of
cholesterol

Retention

Figura 3. Efectos activadores de la infiltracién de las LDL en la inflamacion
arterial. (Hansson, 2005, NEJM)

La persistencia de la inflamacion crea un circulo vicioso de migracion celular,
diferenciacion delas células musculares lisas, produccion de mediadores pro-
inflamatorios y quimiotacticos, asi como muerte celular, lo que conduce a una
remodelacion de la pared vascular y la formacion de una nueva capa llamada
neo-intima, la cual se forma en el espacio formado entre la capa muscular y la

intima.?’

La formacion de la neo-intima es un fendmeno complejo que ocurre en
respuesta al dafio de la pared vascular en la cual, el proceso de reparacion y
dafio endotelial inician areas ricas en células pro-inflamatorias y deposicion de
colageno.”® La acumulacién crénica de monocitos, macréfagos, células

musculares lisas y linfocitos T en respuesta a la acumulacién y liberacién de

11



moléculas pro inflamatorias dentro de la pared vascular, constituyen la base del

desarrollo de la placa aterosclerética.

Hoy en dia est4 bien establecido que la lesion aterosclerdtica es un proceso
inflamatorio en donde la respuesta inmune, innata, celular y humoral, juegan un
papel crucial.’” En placas ateroescleréticas desarrolladas tanto en humanos>®
como en animales experimentales® se ha evidenciado el infiltrado de células T
CD4+ capaces de reconocer a las LDL modificadas* y a las proteinas de shock
térmico (HSP)*, dos de los principales auto antigenos encontrados en la lesion
aterosclerotica, evidenciando el papel de la inmunidad adquirida en la

aterogénesis.

En modelos animales se han definido dos tipos de linfocitos T cooperadores Th-
1 y Th-2 basados en el perfil de citocinas que sintetizan. Las citocinas de tipo
Thl son importantes promotores de la respuesta inmune mediada por células,
mientras que las citocinas Th2 inducen la respuesta inmune mediada por
anticuerpos.*® La principal citocina producida por las células Th-1 es el Interferén
Gamma (IFN-y), ésta ha sido identificada en placas ateroscleréticas humanas* y
la deficiencia de su receptor en ratones apoE -/- se asocia con una reduccién en
el tamafio de la lesién aterosclerdtica.”® El desbalance entre la respuesta Thl y
Th2 puede influenciar la progresion de diversas enfermedades inflamatorias

incluyendo aterosclerosis. 4

Aunque las lesiones ateroscleréticas, presentan Thi, principalmente®, es
importante sefialar que los Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, involucradas en
la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas secretoras
de anticuerpos.®® Las evidencias disponibles en la actualidad sugieren un

potencial papel protector de la IL-10 en el desarrollo de la aterosclerosis.>®
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Por otra parte el discutido papel de los antigenos externos como virus y
bacterias, en el proceso aterogénico como un fendmeno causal, aumenta el
grado de complejidad del panorama para descifrar el rol de cada uno de los
participantes.”® Las OxLDL son consideradas neo-antigenos, un término usado
para describir auto-antigenos para los cuales normalmente el sistema inmune
presenta tolerancia, pero que al presentar ligeras modificaciones existe la
posibilidad de que se inicie una respuesta autoinmune. Las particulas de
lipoproteinas modificadas tienen la capacidad de interactuar con el endotelio,
iniciando su acumulacién y retencién en el espacio subendotelial.*® Las
particulas retenidas de OxLDL inducen a la formacion de células espumosas que
son macrofagos convertidos en receptaculos de OxLDL que finalmente mueren
porque a pesar de que la finalidad de endocitar estas particulas es eliminarlas,
no se cuenta con un mecanismo adecuado de retroalimentacion negativa, por lo
tanto el macréfago endocita mas lipidos de los que puede lisar y transportar,
produciendo asi su muerte, vertiendo su contenido lipidico en el tejido
subendotelial. ** Asi mismo la migracién y proliferacion de células musculares
lisas asi como la estimulacion en la secrecion de citocinas pro inflamatorias son
factores causantes de la formacién de células espumosas .*! Las OxLDL
también son inductoras de la expresion de moléculas de adhesion, promotoras

de disfuncién endotelial y extravasacion leucocitaria.®?
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Figura 4. Presentacion Histoldgica de Macréfagos Espumosos

La placa aterosclerética estable estd caracterizada por una capa intima
engrosada, algunas células espumosas y ausencia de células inflamatorias. Por
otro lado la placa inestable esta caracterizada por una capa fibrosa delgada y
una cantidad considerable de células de la respuesta inflamatoria que presentan
linfocitos T y macrofagos activados. Se ha determinado que la presencia de
linfocitos T en la lesion aterosclerdtica aumenta el riesgo de desarrollo acelerado
y desestabilizacion de la placa. Las células T activadas asi como la produccion
de plasmina en la placa ateromatosa, estimulan la activacién de macréfagos®’ en
la placa que liberan y activan a las pro-metaloproteasas de matriz extracelular y
otras enzimas con el potencial de degradar el colageno intersticial y debilitar la

capa intima.'*3
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Figura 5. Efectos de la activacion del sistema inmunoldgico en la

inflamacion arterial. (Hansson, 2005, NEJM)

Metaloproteasas y Ateroesclerosis.

La Matriz extracelular estd formada por muchos componentes distintos
interconectados que se pueden clasificar en tres grandes grupos: proteoglicanos
y glucosaminoglicanos, proteinas estructurales (como el colageno y la elastina),
y proteinas de adhesién (como la fibronectina y la laminina). Tal variedad de
componentes requieren toda una familia de enzimas liticas para su degradacion:
las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), que son endopeptidasas
dependientes de zinc.
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Se han descrito 24 genes distintos que codifican diferentes MMP; éstas se
clasificaron en un primer momento en funcién de la especificidad del sustrato
(colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas), pero actualmente se
clasifican en funcion de la estructura de la enzima. La estructura basica de las
MMP presenta una serie de dominios caracteristicos: un péptido sefial que dirige
la secrecion al exterior de la célula, un propéptido que mantiene a la enzima
inactiva hasta que sufre un corte proteolitico y un dominio catalitico
carboxiterminal que une zinc. Sobre esta estructura basica aparecen diversas
variantes, como un dominio de tipo hemopexina que media en la especificidad
del sustrato y las interacciones con inhibidores enddgenos, o un dominio
transmembranario en el caso de las MMP asociadas a la membrana plasmatica
Asi, en la clasificacion estructural se distinguen ocho grupos: cinco grupos de
MMP secretadas y tres de MMP asociadas a la membrana (MT-MMP

por membrane type MMP) 344

N
_I_
NH Cys znt2 COO-
-4
Domini Péeptido
L ominio -
Pro-Péptido Catalitico de Dominio Tipo

Unién Hemopexina

Figura 10. Estructura general de una Metaloproteasa de matriz extracelular.
(Gonzélez-Avila, 2009, REV INST NAL ENF RESP MEX)
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Las MMP se sintetizan como cimdgenos y es necesario activarlas con un corte
proteolitico en el propéptido del dominio aminoterminal. El proceso de activacion
de las proMMP varia segun la enzima, pero suelen intervenir otras proteasas,

como el activador de plasmindégeno del tipo urocinasa (UPA) y las propias MMP.

Dominio
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I\ MT4-MMP (MMP17), MT6 -MMP (MMP23)
|

Figura 11. Estructura general por familia de Metaloproteasas de Matriz
Extracelular (Bustos-Jaimes, 2008, Mensaje Bioquimico, Vol XXXII,
U.N.A.M.)

Como contrapartida a la actividad de las MMP, existen muchas moléculas
endogenas capaces de inhibir su accion: los inhibidores tisulares de las
metaloproteasas (TIMP) y los inhibidores plasmaticos, como Ila
macroglobulina a2. Ademas, las MMP estan reguladas también tanto
trascripcional como post-transcripcionalmente (estabilizacion del mMRNA,
glucosilaciones), y su transcripcion se induce en respuesta a las citocinas, los

factores de crecimiento, los agentes quimicos, el estrés fisico, los oncogenes
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activados y las interacciones con la MEC. Con estas herramientas se ejerce una
fina regulacion de la actividad de las MMP y su acciébn se restringe a
determinados procesos fisiolégicos como el desarrollo embrionario, procesos
reproductivos y la remodelacion de los tejidos. Por el contrario, muchos estados

patolégicos estan asociados a una desregulacion de las MMP.

La remodelacion de la matriz extracelular tiene lugar durante todas las fases de
la ateroesclerosis humana. En el desarrollo de la lesion arteriosclerética, que
puede durar décadas, estan implicados la infiltracion de células inflamatorias, la
migracion de células musculares lisas, el grosor de la intima, un acumulo de
componentes de la matriz extracelular, la formacién de una cubierta fibrosa y la

angiogénesis®.

La inestabilidad de la placa se pone de manifiesto por la ulceracion de la cubierta
fibrosa, la ruptura de la placa o una hemorragia intraplaca y es la responsable de
los sintomas clinicos de una angina inestable, un infarto de miocardio y
accidente cerebrovascular™®.La evolucién de la placa requiere una modificacion
de la matriz extracelular, este es un proceso regulado por la sintesis y la
degradacion de los componentes que la constituyen. Diversos estudios “in vitro”
descubrieron que las células vasculares producian enzimas de la familia de las
MMP’s, estudios posteriores han puesto de manifiesto que estos enzimas juegan
un papel crucial en la remodelacion vascular durante el desarrollo, el crecimiento

y en los procesos patol6gicos™.

Las metaloproteasas pueden degradar la mayoria de componentes de la matriz
extracelular ademas de tener un papel importante en la activacién vy
procesamiento de citocinas o factores de crecimiento’®, en la exposicién de
receptores de membrana, en la liberacion del ligando Fas o en la inactivacion del
TNF-o*’. La degradacién de la matriz extracelular es por lo tanto un proceso
necesario para permitir la migracién celular y la remodelacién de los tejidos.

Todo ello juega un papel crucial en muchos procesos tanta fisiolégicos como
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patolégicos La accion de las MMP’s esta regulada a tres niveles: induccién de la
expresion, activacién de las formas latentes y regulacion por los TIMP’s. El
sistema de las MMP’s esta formado por mas de 20 metalo endopeptidasas zinc-
calcio dependientes que poseen una actividad catalitica sobre componentes de

la matriz extracelular®®.

La actividad de las MMP se regula por su union a Inhibidores Tisulares de
Metaloproteasas (TIMP’s). Se han caracterizado 4 miembros de la familia
llamados: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. La expresion de los TIMP’s en los
tejidos también se controla durante la remodelacion y en condiciones fisiolégicas
para mantener el balance en el metabolismo de la matriz extracelular. La ruptura
de este equilibrio induce un descontrol en el balance de la matriz causando
patologia como artritis, cancer, enfermedad cardiovascular, nefritis, desoérdenes

neurolégicos y fibrosis de tejidos).®®

El Inhibidor tisular de metaloproteasas 1, también conocido como TIMP-1, es
una glicoproteina expresada en diferentes tejidos del organismo. Siendo un
inhibidor natural todas las metaloproteasas de matriz extracelular, ademas de su
funcion inhibitoria, esta proteina tiene la capacidad de promover la proliferacion
celular en un amplio espectro de estirpes celulares, y probablemente tenga

funciones anti-apoptéticas que actualmente se encuentran en estudio.

19



Throumhus ,

BV,
— |
—
= 7
\.}_ y

. 4

' ) S ¥
:' factorn | : /

Te vMJ ’ J " ) ( {” 4 \ i
e ' ,”

at

rw

Nl
\
\

Mane /

ol

Metrughage /| e :
\ \

N

Mecrobo s, autosntigens
AR Aty mmodecules

Figura 12. A. Activacion del sistema de coagulacion por ruptura de placa
ateromatosa (Hansson, 2005, NEJM) B. Histopatologia de placa
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Sistema Fibrinolitico en Ateroesclerosis.

Como consecuencia del dafo, el endotelio se torna permeable a distintos tipos
de moléculas propias del torrente sanguineo, una de ellas es el fibrindgeno el
cual al entrar en contacto con la capa subendotelial promueve la activacion del
sistema fibrinolitico, el cual es el encargado de disolver la fibrina por accion
enzimatica.”® Simultaneamente al proceso de formacién del trombo se produce
la lisis del mismo, previniendo la formacion de coagulos que induzcan una

trombosis intravascular masiva.
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La reaccion central del sistema fibrinolitico es la activacion del plasminogeno a
plasmina por los activadores (PA’s) t-PA y el activador del plasminogeno tipo
urocinasa (u-PA) '® y su regulacién por los inhibidores entre ellos el PAI-I,
teniendo como consecuencia la conversion y activacion de plasminogeno en
plasmina. Asi mismo puede activar “in vitro” MMP’s latentes como la 1, 3, 9, 10,
13 '8 elastasas, factores de crecimiento del tipo TGF-B ° o el bFGF %°
liberdndolo de la matriz a la que esta unido en forma latente. Los receptores
celulares para la plasmina y sus activadores dirigen su accion a zonas de la
superficie celular donde su actividad es requerida o bien intervienen en la

eliminacion de los activadores.

La interaccién entre la sangre y la pared arterial lesionada es un mecanismo que
refuerza la progresion de la enfermedad cardiovascular. La ruptura de la placa
arterial con una exposicion subita de los componentes subendoteliales de la
pared es seguida de una deposicion de plaguetas y una activacion de la
coagulacién, llevando todo ello a una trombosis mural oclusiva o subclinica™.
Diversos estudios han sugerido que en la pared arterial hay una continua
deposicién vy lisis de fibrina >>. Se ha descrito que en el interior de la intima
arteriosclerotica hay una continua formacién de fibrina y una fibrindlisis continua,
que generaria fragmentos con propiedades aterogénicas. Se observan productos
de degradacion del fibrinégeno solo en placas fibrosas y placas avanzadas junto

con fibrindgeno v fibrina (1 y 11). %
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Morfologia Histopatolégica

Para clasificar de manera adecuada a nivel histopatolégico, actualmente se
utilizan 2 clasificaciones la primera se dividio en 6 grados de acuerdo a
presentacion histologica basada en la clasificacion de la Asociacion Americana

del Corazédn la cual toma en cuenta los siguientes parametros.

Tipo I: inicial, macrofagos y células espumosas.

Tipo II: estria grasa, lipidos intracelulares.

Tipo llIl: tipo 1l y pequefios depdsitos de lipidos extracelulares.
Tipo IV: ateroma, tipo Il y acimulos de lipidos extracelulares.

Tipo V: fibroateroma, nucleo de lipidos y capa fibrosa.

S

Tipo VI: complicada, Defecto en la superficie, hemorragia o trombo.
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La segunda se dividié en 3 grados de acuerdo a presentacion histolégica basada
en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud que a su vez toma en

cuenta lo siguiente.
1. Banda adiposa 0 - <33% de oclusion de la luz vascular.

2. Placa Fibrosa 34% - <66% de oclusiéon de la luz vascular.

3. Placa Grave 67% - < 99% de oclusion de la luz vascular.

Figura 6. A. Placa de fibroateroma coronario B. Placa Calcificada Coronaria
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Mecanismo Comienzo |
Nomenclatura Secuencia principal mas Correlacion

e histologia principal de progresion  de crecimiento = temprano clinica

Lesidn tipo I (inicial) \

Macréfagos aislados y células i |

espumosas * — |

Lesién tipo 1l (estria grasa) la primera o

Principalmente, acumulacion i TI— década C“n'ia‘

i i - mente

intracelular de lipidos * principalmente i

Lesién tipo Il (intermedia) poir o |

GCambios del tipo Il y pequefios I a?:lurT’u %cmn

depositos de lipidos extracelulares ’ SAIRILOS esds

Lesién tipo IV (ateroma) Igéirac deara

Cambios del tipo Il y ntcleo — [V

de lipidos extracelulares *

Lesion tipo V (fibroateroma) Aumento

Nucleo de lipidos y capa fibrosa, Vv acelerado de Clinica-

o multiples nucleos de lipidos y capas musculo liso mente

fibrosas, o principalmente depositos y colageno Desde silente o

de calcio, o principalmente fibrosis lacuarta | anifiesta
década

Lesidn tipo VI (complicada) ;

Defecto de la superficie, > VI Trombosis,

hematoma-hemorragia, trombo hematoma

Figura 7. Clasificacion histopatolégica de la Asociacién Americana del
Corazén para ateroesclerosis. (R.S. Cotran, Robbins. Patologia estructural
y funcional 7 Edicion 664-681)

\
Placa grave. Incluye los términos de

placa complicada (ulceracion,

hemorragia, trombosis) y placa
calcificada. >75% Obstruccidon Luminal
J

N\

Placa fibrosa. Lesiones elevadas, grises
pélidas o blancas nacaradas.

50-75% Obstruccién Luminal

Banda adiposa. Son lesiones lineales
sudanofilas con poca o ninguna
elevacion.

25-50% Obstruccion Luminal

Figura 8. Clasificacion histopatolégica de la Organizacién Mundial de la
Salud. (Fernandez-Britto JE. Berlin, 1987)
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Antecedentes.

Las células endoteliales activadas expresan moléculas de adhesion como
VCAM-1 que promueven la infiltracion de monocitos circulantes y de linfocitos
T®. La adhesién de linfocitos T a las células endoteliales a través del receptor
VCAM-1 induce la produccion de MMP-2. Esta metaloproteasa facilita la
degradacion de la matriz extracelular. Degradacion que es necesaria para la
migracion a través de la capa endotelial y la membrana basal de los linfocitos T y
de los monocitos aunque en este Ultimo caso no esta demostrado®. Durante la
migracion de los monocitos su interaccién con los componentes de la matriz
extracelular especialmente con el colageno tipo I, predominante en la pared

|65

arterial normal® también estimula la degradacion de esta matriz. El contacto con

colageno tipo |

y la laminina incrementa la expresion de MMP-9 por estas
células. La interaccion de los monocitos con el colageno tipo | también induce la
protedlisis favoreciendo la produccién de superéxido "y la secrecién de IL-1 que
puede activar a la pro-MMP-2 y 9 producidas por las células musculares °® e
incrementar la produccion de MMP-9, 1y 3 por células musculares lisas. Aunque
no se conoce claramente como la composicion de la matriz induce la produccién
de MMP si se sabe que es necesaria la presencia de MMP’s para que se
produzca la infiltracién de monocitos y linfocitos T a través de la matriz durante el
desarrollo de la placa arteriosclerética. Los macrofagos y las plaguetas en la
superficie liberan multiples factores entre los que se encuentran IL-1, factor de
necrosis tumoral y factor de crecimiento derivado de plaquetas y pueden inducir
la migracion de células musculares lisas de la media a la intima que proliferaran

y produciran matriz extracelular.

La formacion de neo vasos también puede jugar un papel importante en el
desarrollo de la placa arteriosclerotica, tanto por la provision de componentes
sanguineos que favoreceran el crecimiento de la placa, como causando

hemorragias repetidas a nivel de la intima que podran desencadenar una
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trombosis arterial.”® Para que haya angiogénesis debe haber una degradacion
de la membrana basal vascular que permita la migracion y proliferacion de las
células endoteliales, por lo que las MMP’s son esenciales en este proceso. Esta
descrito que TIMP-1 y TIMP-2 asi como Ab anti-MMP-2, y anti-MMP-9 inhiben la

formacion de tubulos por células endoteliales “in vitro” ™

y que la inhibicion de
MMP reduce ‘“in vivo’ la angiogénesis en cornea.”” La localizacion de
macrofagos que expresan MMP’s (incluyendo MMP-9) en areas con “vasa
vasorum” en adventicia sugiere que ademas de la implicacion de la MMP-9,
derivada de macroéfagos, en las alteraciones de la matriz que estan asociadas
con neo vascularizacion en aterogénesis, los macréfagos pueden liberar

citocinas que estimularian la secrecién de MMP por células endoteliales.®

El papel de la trombina también es importante en la angiogénesis debido a la
activacion de la pro-MMP-2 en células endoteliales o libre en el espacio

extracelular®® asi como incrementando la expresién de MMP-1 y MMP-3.%2

En conejos con ateroesclerosis experimental se pone de manifiesto que una
reduccion de lipidos induce una reduccion del nimero de macrofagos, una
disminucion en la expresion de MMP-1 e incrementa el contenido de colageno
intersticial en la placa reforzandola.®® Estudios inmunohistoquimicos también
demuestran una elevada prevalencia de MMP-9 en lesiones de coronarias
arteriosclerdticas y demuestran la sintesis de esta MMP en forma activa por
macroéfagos y células musculares lisas y su fuerte asociacion con sindromes de
angina inestables.  Los macréfagos también influyen en la degradacion de la
matriz extracelular indirectamente secretando citocinas y factores de crecimiento
gue pueden estimular a las células musculares lisas vecinas a producir MMP’s,
Estudios “in vitro” demuestran que las células musculares lisas en cultivo
estimuladas con IL-1 o TNF-a inducen un incremento de la produccion de MMP-
2, MMP-3, MMP-1, en cambio células no expuestas a estos mediadores de la
inflamacion expresan constitutivamente pro-MMP-2 y TIMP's %!
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Los mecanismos de activacion de las MMP’s en las placas arterioscleréticas
todavia no estan bien conocidos aunque en estudios relativamente recientes®
se ha visto que las LDL oxidadas estimulan la transcripcion y secrecion de MMP-
1 por células endoteliales, asi como otras moléculas pro inflamatorias regulan la
expresion de MT1-MMP.% Es posible que los radicales libres y las LDL oxidadas
gue generan las células espumosas, estimulen la secrecion de MMP’s. La
combinacion de estos procesos resulta en el adelgazamiento y la final ruptura
de la capa fibrosa, un proceso que culmina en procesos isquémicos ya
mencionados. Asi mismo un factor mayor contribuyente para la inestabilizaciéon
de la placa parece ser el linfocito T y el macréfago activado. La MMP-3 puede
también degradar fibrindgeno directamente o fibrina polimerizada. ® La u-PA por
una parte puede tener un papel en la activacion de la pro-MMP-3 por la via de la
generacion de plasmina y por la otra la MMP-3 activa puede evitar la union al
receptor de la u-PA. Esta interaccion puede tener un papel en la regulacion de
las células con una actividad asociada a u-PA y puede representar el mecanismo
por el cual son controladas las funciones de u-PAR dependientes e
independiente de u-PA® La MMP-3 también puede generar a partir del
plasminégeno angiostatina y asi ejercer un papel regulador de la angiogénesis.
La MMP7 y MMP-9 también pueden generar este fragmento a partir de
plasmindgeno. En las fases mas tardias del proceso, las MMP’s podrian estar
implicadas en la reestructuracion de la matriz extracelular y eventualmente en la

desestabilizacion de la placa arteriosclerética.

En las placas ateroesclerdticas, la MMP 3 ha sido detectada en células de
musculo liso y macréfagos. La produccion de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 también
se ha visto de forma primaria en macrofagos y células de musculo liso de
lesiones ateroesclerdticas. Se cree que participan en el debilitamiento del tejido
conectivo presente en la capa intima vascular, lo cual provoca la ruptura,

trombosis aguda asi como proliferacion y migracién de células de musculo liso.
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El analisis de polimorfismo de la MMP 3 se ha asociado con una mayor
progresion de aterosclerosis coronaria que otros genotipos, por lo cual se ha
postulado que los niveles reducidos de MMP 3 contribuyen al depdsito neto de
matriz extracelular, lo cual provocaria un mayor y mas rapido crecimiento de la
placa ateroesclerética.” Las metaloproteasas del tipo colagenasas y gelatinasas

se encuentran sobreexpresadas en placas inestables.’®

Las células inmunitarias producen abundante MMP 9 para facilitar su entrada a
través del endotelio degradando la ldmina basal. Se ha asociado el aumento de
MMP 3 sérica con un mayor grado de extension de la enfermedad vascular
coronaria.”” Sin embargo aun no se sabe si los marcadores séricos presentes en
pacientes con infarto agudo al miocardio, de distintas metaloproteasas son
causados por ruptura o remodelacion de la placa. Al saber que las
metaloproteasas tienen un papel importante en ateroesclerosis, se realiz6 un
estudio en el cual a nivel sérico se midieron las MMP’s 8 y 10 asi como el TIMP-
1, encontrando que los niveles de MMP 10 y TIMP-1 aumentados se asociaron a

un mayor grado de enfermedad arterial ateroesclerética.’®

Como ya se ha mencionado existen estudios acerca de la presencia de distintas
MMP’s en el proceso ateroesclerético, se sabe actualmente que solo la MMP 2
se expresa constitutivamente, de las MMP’s presentes en tejido patolégico la
mas estudiada es la MMP 3, sin embargo hay reportes de distintas MMP’s
presentes, como la 1,9 y 10, ya sea en tejido con ateroesclerosis, a nivel sérico
en pacientes o modelos experimentales, sin embargo la mayoria de estos
estudios se han centrado en el proceso final, el cual es el cuadro
desestabilizacion de la placa de ateroma, y no se ha estudiado su presencia a
distintos niveles de desarrollo que van desde el inicio hasta la desestabilizacion,
asi mismo, se han realizado en tejido vascular braquiocefalico, femoral y

carotideo, teniendo solo muy pocos reportes a nivel coronario. Asi mismo la
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presencia de MMP’s séricas no se ha dilucidado si es causada eminentemente

por la ruptura o el proceso de remodelacion patolégico.

Esta tesis se propuso para establecer preliminarmente una posible relacion
clinico-patoldgica-molecular de la expresion diferencial las MMP’s seleccionadas
asi como un probable desequilibrio funcional de los sistemas fibrinolitico y de
metaloproteasas de matriz extracelular, con el desenlace de los portadores,
analizando pacientes seleccionados con base al estadio de la placa
ateromatosa, desde los perfiles clinicos, bioquimicos y electrocardiograficos,

tomando en cuenta el desarrollo histopatologico de la propia placa.
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Justificacion.

Dada la gran incidencia y prevalencia de esta patologia que conllevan a un gran
impacto econémico y social por las consecuencias caracteristicas de esta
patologia como son la insuficiencia cardiaca y muerte, es necesario continuar la
investigacion en este ambito, ya que la remodelacion vascular, la inflamacién y la
desestabilizacién de la placa mediada por el sistema inmune es reconocida
como un contribuyente mayor en el desarrollo de las complicaciones de esta
enfermedad a través de sus diversos efectos en el metabolismo lipoproteico y la
biologia de la pared vascular. Actualmente se ha avanzado de manera
importante en la comprension de la fisiopatologia de esta enfermedad, sin
embargo aun existen varias dudas y resultados contradictorios debido a la
complejidad que implica un proceso como este, en distintos estudios se ha
demostrado la participacion de algunas MMP’s en el proceso aterogénico, sin
embargo las investigaciones se han centrado en la etapa de desestabilizacion de
la placa y no en su proceso de formacion, por lo que al estudiarse nos permitiria
tener una visibn mas amplia de las consecuencias de la participacion de las

MMP’s tanto a nivel molecular, histoldgico y clinico.
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Pregunta de investigacion.

¢ Cudl es la relacion de la expresion diferencial de las metaloproteasas 1, 9y 10
y su inhibidor TIMP-1 en las distintas etapas de desarrollo de la lesion

aterosclerotica?

Hipotesis.

El desarrollo de la lesion aterosclerotica, probablemente esta relacionado con
una expresion diferencial de las metaloproteasas 1, 9 y 10 y su inhibidor TIMP-1
en cada una de las etapas. Por lo tanto estas proteasas podrian usarse como

predictores del desarrollo, obstruccion, ruptura de la placa aterosclerética y

complicaciones cardiovasculares

Objetivos.

General

e Correlacionar la expresion diferencial de las metaloproteasas 1, 9y

10 con la progresién clinico-patoldgica en la historia natural de la

aterosclerosis coronaria.
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Objetivos particulares.

1. Determinar las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio.

2. Determinar las caracteristicas histopatolégicas de las arterias
coronarias con aterosclerosis.

3. Determinar si las metaloproteasas 1, 9 y 10 modifican su perfil de
expresion conforme la gravedad de la lesién histopatologica de la
aterosclerosis coronaria va aumentando y en comparacioén con el tejido
adyacente que no forma parte de la placa.

4. Determinar si los el inhibidor especifico, TIMP-1 de dichas
metaloproteasas modifican su perfil de expresién, en comparacion con el
tejido arterial adyacente que no pertenece a la placa.

5. Determinar si existe correlacion entre el perfil de expresién de las
metaloproteasas y sus inhibidores con el grado de lesibn en la
enfermedad de la aterosclerosis coronaria.

Metas

1. Realizar un escrutinio de seleccion de la muestra, basado en las historias
clinicas de los pacientes con los diferentes grados de aterosclerosis
coronaria, para obtener datos de gabinete y de laboratorio bioquimico, a
fin de correlacionar la clinica con los resultados de ésta investigacion
molecular (regulacion de metaloproteasas).

2. Seleccionar mediante el diagnostico patoldgico, 10 pacientes por grado
histolégico de lesion, que representen un espectro de evolucion de la
aterosclerosis coronaria para realizar las determinaciones de las

metaloproteasas seleccionadas y su inhibidor.
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3. Determinar la expresion a nivel de proteina, de las metaloproteasas 1, 3
y 9 mediante semicuantificacion de la inmunohistoquimica, en cortes
histoldgicos con los diferentes grados de aterosclerosis.

4. Determinar la expresion a nivel de proteina, del inhibidor de las
metaloproteasas TIMP-1 mediante inmunohistoquimica en cortes
histolégicos con los diferentes grados de aterosclerosis, seguido de una

cuantificacion.

Estrategia Experimental.

Se realizd la busqueda en el libro registro de realizacion de necropsias del
departamento de patologia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
S.S.A. de la Secretaria de Salud fechadas del 1° de enero de 1999 al 31 de
diciembre de 2008, posteriormente se realizd la revision de expedientes y
seleccion de los casos que cumplan los criterios de inclusién asi como la
obtencién del espectro clinico el cual se capturara en la hoja universal de

recoleccién de datos.

De los casos seleccionados se obtuvieron de los bloques de parafina asi como
las laminillas del material efecto de estudio para ser tefiidas con hematoxilina-
eosina de las cuales se realizd la descripcion histopatolégica acorde a la
clasificacion histologia de la American Heart Association y de la Organizacién

Mundial de la Salud, para placa ateromatosa.
Se procedié al corte de los bloques a dos micras para inmunohistoquimica en

laminillas silanizadas a las cuales se realiz6 inmunohistoquimica revelada por

técnica de inmunoperoxidasa con diaminobencidina.
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Al finalizar se analizaron los resultados con el programa computacional SPSS
Version 18, realizando la correlaciéon de resultados clinicos, patolégicos e

inmunohistoquimica.

Espectro Clinico

Expedientes

Patologia HURD
Caso Reconocido Laminillas Clasificaciéon AHA y OMS

HE

Expresion de MMP’s

Tejidos IHQ + HSCORE

Cualitativo + Semicuantitativo

Figura 13. Esquema de estrategia experimental

Material y Métodos.

Tipo y Disefio De Estudio.

Descriptivo, Transversal, Retrospectivo.
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Universo de estudio.

Tejido de autopsias de arterias que cumplieron los criterios de inclusiébn de
Pacientes de 0 a 99 afos de edad, de sexo indistinto, del archivo del
departamento de patologia del Hospital de Cardiologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social, fechadas entre el
1° de Enero de 1999 y el 31 de Diciembre de 2008.

Tamafio de muestra.

Se analizaron 612 casos de los cuales cumplieron cabalmente los criterios 138
del archivo del departamento de patologia del Hospital de Cardiologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Tejidos Utilizados

Los tejidos utilizados fueron de arterias coronarias tanto descendentes,
ascendentes y circunflejas que cumplieron los criterios de inclusion, del archivo
del departamento de patologia del Hospital de Cardiologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social, fechadas entre el
1° de Enero de 1999 y el 31 de Diciembre de 2008.

Criterios de Inclusion.

* Bloques de parafina de arterias coronarias con ateroesclerosis coronaria

de necropsias.
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Criterios de No Inclusion.

e Pacientes con diagnéstico de enfermedad autoinmune.

e Pacientes con diagndstico de dislipidemia familiar.

e Pacientes con arteritis diferente por otras causas diferentes a
ateroesclerosis.

e Pacientes con diagndéstico de miocarditis.

e Pacientes con VIH o cualquier inmunodeficiencia primaria.

e Pacientes con neoplasia con o sin tratamiento.

e Pacientes con tratamiento esteroideo.

e Pacientes Post-Trasplantados.

Criterios de Exclusion.

¢ Muestras con tejido insuficiente para descripcidn histopatolégica
e Pacientes con bloques o expedientes extraviados
e Tejido en mal estado y autolisis

e Expedientes clinicos incompletos

Variables Dependientes.

e Morfologia histopatolégica (Grado de Placa)
e Espectro clinico

e Edad

e Electrocardiograma

e Perfil lipidico
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e Enzimas cardiacas
e Proteina C reactiva
e Velocidad de sedimentacién globular

e Hipertrofia cardiaca

Variables Independientes.

e Ateroesclerosis

¢ Respuesta Inmunoldgica

Definicién Operacional de Las Variables.

e Morfologia histopatologica (Grado de Placa): Sera valorada con 2

escalas histopatolégicas.

La primera se dividi6 en 6 grados de acuerdo a presentacion
histoldgica basada en la clasificacion de la Asociacibn Americana del

Corazoén

7. Tipo I: inicial, macréfagos y células espumosas.

8. Tipo ll: estria grasa, lipidos intracelulares.

9. Tipo lll: tipo Il y pequefios depdsitos de lipidos extracelulares.
10.Tipo IV: ateroma, tipo Il y acumulos de lipidos extracelulares.
11.Tipo V: fibroateroma, nucleo de lipidos y capa fibrosa.

12.Tipo VI: complicada, Defecto en la superficie, hemorragia o trombo.

La segunda se dividi6 en 3 grados de acuerdo a presentacion
histolégica basada en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud.
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4. Banda adiposa 0 - < 33% de oclusion de la luz vascular.
5. Placa Fibrosa 34% - <66% de oclusion de la luz vascular.

6. Placa Grave 67% - < 99% de oclusion de la luz vascular.

e Espectro Clinico: Gama De Signos y Sintomas Secundarios al

Proceso Patoldgico Intrinseco.

e Dolor toracico: definido como opresion, ardor, tumefaccion,
constriccidon, con inicio gradual, de intensidad variable y duracion
mayor de 30 minutos. En regién retroesternal, con irradiacién a
cuello, mandibula, hombro izquierdo, parte interna de brazo, ambos

brazos, codos o mufecas.

e Edad: Tiempo en afios 0 meses que una persona, ha vivido desde

gue nacio.

e Electrocardiograma: Registro Grafico de la actividad eléctrica
cardiaca, correlacionado con sindromes isquémicos agudos al
encontrar, elevacion segmento ST igual o superior a 0,2 mV de V1-
V3 o mayor o igual a 0,1 mV en el resto. Asi como bloqueo
completo de rama izquierda del haz de his, en fase hiperaguda
ondas T altas acuminadas. Una vez establecido el infarto aparecen
ondas Q.

e Perfil Lipidico: Serie de determinaciones bioquimicas en sangre
gue miden niveles totales de colesterol asi como sus

subcomponentes y triglicéridos.

e Enzimas Cardiacas: Marcadores bioquimicos determinantes de
lesiones miocérdicas como la determinacién de troponina y CPK
MB.
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Proteina C Reactiva: Substancia Proteica utilizada como marcador

de injuria somética aguda y croénica.

Velocidad de Sedimentacién Globular: Es la precipitacion de
los eritrocitos en un tiempo determinado utilizado como marcador

de inflamacion.

Hipertrofia cardiaca: El aumento de la masa miocardica
caracterizada por un incremento del tamafio individual de los
miocitos y una expansion de la matriz extracelular en respuesta a
estimulos  mecénicos, hemodinamicos, neurohumorales,

hormonales o patoldgicos.

Ateroesclerosis: Variedad de esclerosis arterial caracterizada por
la acumulaciéon de lipidos amorfos en la tanica interna del vaso la

cual se denomina ateroma.
Cardiopatia Isquémica: Desequilibrio entre el aporte y la demanda
de oxigeno miocardico que puede conducir a lesibn o necrosis

miocardica.

Respuesta Inmunoldgica: Reaccion del sistema inmunoldgico

ante la presencia de un antigeno, mixta: celular y humoral.
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La morfologia histopatologica, se obtuvo a través del procesador de imagenes
tpsDig el porcentaje de luz vascular remanente y la cantidad obstruida por placa
ateromatosa, asi mismo con la obtencion de esos datos y la vision directa al
microscopio Optico se clasificaron las piezas histopatologicas de arterias
coronarias acorde a la Clasificacion de la O.M.S. y de la Asociacibn Americana
del Corazon; el promedio de obstruccion vascular fue de 78.95% con una Desv.
Std. De 12.3%.

Figura V. Representacién de la medicién de la luz remanente y obstruccion

por placa ateromatosa
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Asi mismo se obtuvo a traves del software de imagen NIS-Elements de Nikon la
conversion a unidades colorimétricas RGB Decimal para asi realizar el analisis

estadistico a través de la prueba de correlacion no paramétrica de Spearman.

Intensay Profie
w2 = R [ = Erpon - T a2

I WIS Flements AR - [A400722 4x(2) 1921
Do fd Cobraton fmege Goey  Hesors

Eeforerce  Mecra

T 5
400727 Ax(2) 9271
oo Doy Memre Gdferows o Dew

Figura XV. Representacion de la obtencion de unidades colorimétricas
decimales RGB.
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Técnica de Inmunohistoquimica

El estudio de inmunohistoquimica se realiz6 en 90 de los casos aplicando la

técnica para las moléculas, MMP-1,9, 10 y TIMP-1, a cada caso problema

correspondieron de 4-5 laminillas mas dos laminillas de control.

1. Los especimenes histologicos fueron fijados en formalina al 10%
amortiguada (PH. 7.4) y embebidas en parafina.

2. Se realizaron cortes en blanco y se montaron en laminillas previamente
silanizadas.

Técnica

A) Los cortes fueron desparafinados con xilol y rehidratadas con distintos
grados de etanol y lavados en solucién amortiguadora de fosfatos.

B) La recuperacion antigénica se realiz6 colocando las laminillas en solucion

de citrato de sodio 0.1M (pH 6.0) a bafio Maria por 10 minutos en camara

de presion.

C) Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 20 minutos,

lavandose con solucion amortiguadora de fosfatos(pH 6.0)

D) Se bloque6 con la peroxidasa endogena adicionando peréxido de

E)
F)

hidrogeno al 3% durante cinco minutos a temperatura ambiente.

Se lavé nuevamente con solucion amortiguadora de fosfatos

Se evalud la presencia de las siguientes metaloproteasas empleando las
subsecuentes diluciones de anticuerpos

MMP 1 (Collagenase-1) Ab7 anticuerpo policlonal-conejo diluido 1:100
MMP 9 (92kDa Collagenase V) Ab-9 anticuerpo policlonal-conejo diluido
1:100

MMP 10 (Collagenase V) Ab-10 anticuerpo policlonal-conejo diluido 1:100
TIMP-1 Ab-2 anticuerpo monoclonal-raton diluido 1:50
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Etica

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud, expedida por la Secretaria de Salud en el afio de
1987, en su titulo 2°; Capitulo 1°; Articulo 17; Categoria 1; se considera
INVESTIGACION SIN RIESGO, ya que son estudios que emplean técnicas y
métodos de investigacion documental retrospectivos y observacionales en los
gue no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada en las
variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que participan en
el estudio, entre los que se consideran: revision de expedientes clinicos,
cuestionarios, entrevistas y otros en los que no se identifique ni se traten

aspectos sensitivos de su conducta.
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Resultados

Métodos Estadisticos y Analisis de Resultados

Se realizd el analisis descriptivo y exploratorio de las variables de estudio,
aplicando la prueba de Kolmogov-Smirnov para determinar si la distribucién de la
poblacién es normal o anormal, en caso de ser normal, se aplicaron estadistica
paramétrica como T de Student y coeficiente de Pearson, al ser de tipo anormal
se aplicaron la prueba de Chi-2, coeficiente no paramétrico de Spearman y
tablas de contingencia, en ambos casos se realizara regresion lineal simple y
multiple para establecer significancia estadistica, la cual se establece al nivel de
p<0,05. Para el estudio de los factores de riesgo se utilizé la prueba de Chi
cuadrado y el coeficiente de Phi-Cramers. Para el estudio comparativo de los
valores de medias se ha aplicado: la prueba de t de Student para datos no
apareados para la comparacion de dos grupos, y para el analisis de tres grupos
se utilizé el test One Way Anova y el andlisis de la varianza para grupos
desiguales de Student-Newman-Keuls. Para el estudio de la correlacién entre
variables se ha calculado el coeficiente de correlacién (r) y la significatividad de
dicha correlacion (p). Los calculos estadisticos y las gréaficas se han realizado

utilizando el programa SPSS Version 18.
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Analisis Descriptivo y
Exploratorio.

Kolmogov-Smirnov.

Pruebas No
Paramétricas.

Pruebas
Paramétricas.

. 1
Coeficiente de Coeficiente no
T de Student. Chi? paramétrico de

Pearson.
Spearman

Tablas de
Contingencia

Regresion Lineal

Simple y Mdltiple

Asociacion.

Figura 14. Modelo de estrategia de andlisis estadistico.
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Caracteristicas Clinicas

Acorde al primer objetivo de realizar la caracterizacion clinica de nuestra
muestra se realizdé el analisis estadistico exploratorio, aplicando estadistica
descriptiva obteniendo los siguientes resultados; tomando en cuenta una
muestra con n= 160, se encontrd que los diagnosticos medicos al momento de la
defuncién en esta poblacién fueron de, Cardiopatia isquémica crénica en 26
pacientes (16.1%), Sx. Isquémico Coronario Agudo en 86 pacientes (54.3%),
Cardiomiopatia Dilatada en 6 pacientes (4%), Cardiomiopatia Hipertréfica en 3
pacientes (2%), Cardiopatia reumética crénica en 12 pacientes en (8%),
Insuficiencia Cardiaca Congestiva en 13 pacientes (8.7%), Disrritmias en 3
pacientes (2%), Tromboembolia Pulmonar en 4 pacientes (4%).
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Figura l. Frecuencia de la prevalencia Diagnosticos Médicos al momento de

la defuncidén
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Se encontr6 que la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular
considerando, dislipidemia, tabaquismo, obesidad, hipertension arterial
sistémica, diabetes mellitus, sobrepeso y obesidad por indice de masa corporal,
género masculino, edad e inactividad fisica fue de O factores de riesgo en 1
paciente (0.7%), 1 factor de riesgo en 7 pacientes(4.3%), 2 factores en 20
pacientes (13%), 3 factores en 29 pacientes (18.1%), 4 factores en 33 pacientes
(21.7%), 5 factores en 30 pacientes(18.8), 6 factores en 26 pacientes (15.9%) y
7 factores en 11 pacientes(7.2%).

Figura ll. Frecuencia de la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular.
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La prevalencia de obesidad en esta poblacion acorde a indice de masa corporal
fue de peso insuficiente en 6 pacientes (4%), Peso Normal en 34 pacientes
(21.5%), Sobrepeso en 64 pacientes (40.5%), Obesidad grado | en 33 pacientes
(21%), Obesidad grado Il en 11 pacientes (7%), Obesidad mérbida en 10
pacientes (9.6%).

B Normopeso

MW Obesidad Grado
I

m Obesidad Grado
Il

m Obesidad
Morbida

M Peso insuficiente

m Sobrepeso

Figura lll. Frecuencia de la prevalencia de obesidad acorde a indice de

masa corporal.
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La frecuencia de prevalencia de enfermedad hipertensiva acorde a la
clasificacion del Joint National Comitee 7 fue Optima en 37 pacientes (36.8%),
Pre hipertensién en 64 pacientes (39.9%), Estadio 1 en 44 pacientes (28.3%) y
Estadio 2 en 14 pacientes (8.7%).

M Optima
M Prehipert
ension

m Estadio 1

M Estadio 2

Figura IV. Frecuencia de la prevalencia de enfermedad hipertensiva acorde
a la Clasificaciéon del Joint National Comitee 7

49



En cuanto a las determinaciones bioquimicas que otorgan riesgo
ateroesclerotico se encontré que en esta poblacion los niveles plasmaticos de
Beta-Lipoproteinas (LDL) fueron de 112.3 mg/dl Desv. Std. +/- 24.44, Alfa-
Lipoproteinas 30.3 mg/dl Desv. Std. +/- 3.44, Triacilgliceroles 188.9 mg/dl Desv.
Std. +/- 18.34, Colesterol 198.75 mg/dl Desv. Std. +/- 32.

Tabla I. Niveles Lipidicos Plasmaticos

112.3 mg/dl 30.3 mg/dl 188.9 mg/dl 198.75 mg/dl
Desv. Std. Desv. Std. Desv. Std. Desv. Std.
+/- 24.44 +/- 3.44 +/- 18.34 +/- 32
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Caracteristicas Histopatoldgicas

Acorde a la clasificacion de la O.M.S. se obtuvo que 11 pacientes (7.2%)
presentaron obstruccion entre 25-50%, 48 pacientes (29.7%) presentaron
obstruccion entre 50-75%, 101 pacientes (63%) presentaban obstruccion entre
75-100%. Por otra parte acorde a la clasificacion de la Asociacion Americana del
Corazén 3 pacientes (2%) se encontraron en grado |, 18 pacientes (12%) se
encontraron en grado Il, 9 pacientes (6%) se encontraron en grado lll, 27
pacientes (18%) se encontraron en grado 1V, 56 pacientes (35%) se encontraron

en grado V, 43 pacientes (27%) se encontraron en grado VI.
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Figura VI Representacion de luces vasculares remanentes de distintas

arterias coronarias
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Tabla Il. Frecuencia de prevalencia acorde a grado histologico.

1 7.2 1

2% 4 18%
2 29.7 2 12% 5 35%
3 63.1 3 6% 6 27%
Total: 100% Total: 100%
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A continuacién se muestran representaciones histologicas de fotomicrografias
representantes de los 6 grados de dafio ateroesclerético acorde a la asociacion

americana del corazoén.

Figura VII. Representacion de distintos grados de ateroesclerosis acorde a
la A.A.C. A) Grado I, B) Grado Il, C) Grado lll, D) Grado IV, E) Grado V, F)
Grado VI. (Fotomicrografias con acercamiento x100)
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Se realizé la prueba de Correlacion no Paramétrica de Spearman, para buscar

correlaciones entre factores de riesgo y porcentaje de obstruccion vascular,

encontrando que al confrontar edad con obstruccion se obtuvo P= .063 con RR=

547,
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Figura VIII. Correlacién estadistica entre Edad y Obstruccién. P=.063 con

RR=.547
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Se realiz6 la prueba de Correlacion no Paramétrica de Spearman, para buscar

correlaciones entre Cantidad de Factores de riesgo contra obstruccion donde se

obtuvo P=.056 con RR= .453
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Figura IX. Correlacion estadistica entre Factores de riesgo y Obstruccién.

P=.056 con RR= .453
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Se realizé la prueba de Correlacidon no Paramétrica de Spearman, para buscar

correlaciones y al confrontar Grado de hipertension arterial con obstruccion se

obtuvo significancia estadistica con *P=.002 con *RR= .956.
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Figura X. Correlacion estadistica entre Hipertension Arterial y Obstruccion.

*P= 002 con *RR=.956.
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Caracteristicas Inmunohistoquimicas

Se realizaron inmunohistoquimicas para valorar la expresion de MMP - 1 en
diferentes estadios de la clasificacion de la asociacion americana del corazoén.

Mostrando una expresion erratica en los diferentes grados.

Figura XI. Representacion de la presencia de MMP-1 en distintos estadios
de ateroesclerosis acorde ala A.A.C. A) Grado I, B) Grado Il, C) Grado lll, D)
Grado IV, E) Grado V, F) Grado VI. (Fotomicrografias aumento x100)

57



Representacion histolégica de la expresion de MMP - 9 en diferentes estadios de
la clasificacion de la asociacibn americana del corazon. Mostrando una aparente

expresion en aumento de intensidad acorde al grado histolégico clasificado.

Figura Xll. Representacion de la presencia de MMP-9 en distintos estadios
de ateroesclerosis acorde ala A.A.C. A) Grado I, B) Grado Il, C) Grado lll, D)
Grado IV, E) Grado V, F) Grado VI. (Fotomicrografias aumento x100)
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Representacion histolégica de la expresion de MMP - 10 en diferentes estadios
de la clasificacion de la asociacion americana del corazén. Mostrando una

expresion sin aparente asociacion entre los grados histopatolégicos.

Figura Xlll. Representacion de la presencia de MMP-10 en distintos
estadios de ateroesclerosis acorde ala A.A.C. A) Grado |, B) Grado IlI, C)
Grado lll, D) Grado IV, E) Grado V, F) Grado VI. (Fotomicrografias aumento
x100)
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Representacion histolégica de la expresion de TIMP-1 en diferentes estadios de
la clasificacion de la asociacion americana del corazén. Mostrando una
expresion creciente acorde al grado histopatolégico con un mayor aumento de la

expresion a partir del grado IV.

Figura XIV. Representacion de la presencia de TIMP-1 en distintos estadios
de ateroesclerosis acorde ala A.A.C. A) Grado I, B) Grado Il, C) Grado lll, D)
Grado IV, E) Grado V, F) Grado VI. (Fotomicrografias aumento x100)
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Correlaciones Estadisticas

Al confrontar la expresion de MMP-1 contra la severidad de grado
histopatolégico obtuvimos P=.364 con RR=.234
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Figura XVI. Correlacion estadistica entre MMP-1 y Grado Histopatoldgico
de la A.A.C. P=.364 con RR=.234
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Al confrontar MMP-9 contra la severidad de grado histopatolégico acorde a la

clasificacion de la O.M.S. obtuvimos significancia estadistica * P=.004 con *RR=
.887 asi como con la Clasificacion de la A.A.C. *P=.001 con *RR=.796.

100

90

80

70
60

50

/__

40

30

e

20

% de Expresion en Unidades RGB

10

0

o.MS. 1

0.M.S. 2

O0.MS. 3

Grado de la 0.M.S.

MMP-9

Figura XVII. Correlacion estadistica entre MMP-9 y Clasificaciéon de la

O.M.S. * P=.004 con *RR=.887
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Figura XVIII. Correlacion estadistica entre MMP- 9 y Clasificacion de la

A.A.C. *P=.001 con *RR=.796

62



Con la confrontacion de la MMP-10 contra grado histopatologico obtuvimos P=

.069 con RR= .346
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Figura XIX

. Correlacion estadistica entre MMP-10 y Grado Histopatoldgico

A.A.C. P=.069 con RR=.346
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Al valorar el TIMP-1 contra el grado de obstruccidon obtuvimos significancia *P=

.006 con *RR= .859.
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Figura XX. Correlacion estadistica entre TIMP-1 y Grado Histopatoldgico.

*P= 006 con *RR=.859.
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Discusion

Los resultados encontrados en cuanto los factores de riesgo cardiovascular en
este trabajo muestran que la poblacion estudiada poseia una gran prevalencia
de mudltiples factores concomitantes, aproximadamente el 75% de la poblacion
presentaba 3 o0 mas factores de riesgo por lo que se podria inferir que este
elevado porcentaje de patologia metabodlica coloca a esta poblacion en

susceptibilidad de padecer sindrome metabdlico.

La hipertension arterial es uno de los factores de riesgo que juega un papel
importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La ENSANUT
2006 identificod que el 26.3% de la poblacion total tenia hipertension, y que entre
los 20 y los 50 afios de edad la prevalencia aumentdé de 10.5% hasta
41.5%,? situacién que no coincide con los resultados de este trabajo ya que se
encontré que el 41% y 42% tenian cifras de presion arterial (sistélica y diastdlica)
en rangos de prehipertensidon mientras que un 37% se presentd con cifras
tensionales de estadio 1 y 2 condicionando esto una mayor prevalencia de
hipertension en esta poblacién que la reportada para la poblacién mexicana por
la ENSANUT 2006

Los pacientes de nuestro estudio se caracterizaron por una elevada prevalencia
de sobrepeso u obesidad, posiblemente resultado de estilos de vida
inadecuados como el sedentarismo y una dieta con alto contenido de
carbohidratos y grasas saturadas.'' Esto preocupa pues la obesidad, se

encuentra asociada con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

La proporcion de hombres obesos ante mujeres obesas en esta muestra es
practicamente (2:1). Asi mismo de manera separada la presencia de sobrepeso
u obesidad, con la consecuente elevada prevalencia de dislipidemias se
encontré en aproximadamente el 70% de la muestra, asi mismo En cuanto a las
determinaciones bioquimicas que otorgan riesgo ateroesclerético se encontro

gue en esta poblacion los niveles plasmaticos LDL se encontraron en promedio
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42 mg/dl por encima de los valores de referencia para nuestra poblacion, lo cual
es compatible con los datos proporcionados por la ENSANUT 2006. La
dislipidemia es un hallazgo frecuente y comun al estudiar poblaciones adultas de
origen latino y asiatico con un incremento paulatino de su prevalencia asociado

1415y Turquia®® han

con la edad. Estudios realizados en México,*** Espafia
informado de la elevada prevalencia de dislipidemias, especialmente de
hipoalfalipoproteinemias y de hipertrigliceridemia, sobre todo en las mujeres de
mayor edad. Segun cifras reportadas por la ENSANUT 2006 el 40.8% de las

muijeres tenia cifras menores a 35 mg/dl de colesterol HDL."

El incremento en las cifras séricas de colesterol y triglicéridos relacionados con
la edad es tema controvertido y es un proceso multifactorial que incluye tanto
factores propios del individuo como los genéticos, los endocrinos y los
metabdlicos hasta aquellos asociados al medio ambiente como la dieta, la
actividad fisica o la ocupacién laboral. Los niveles elevados de TAG seguidos
por los de colesterol y por la hiperglucemia inducirian o colaborarian en agravar
la disfuncién endotelial. El papel de los TAG no ha sido bien establecido como
factor de riesgo, sin embargo parece haber una interconexion entre niveles
elevados de TAG y colesterol con el riesgo de padecer infarto de miocardio 3.
Nuestros resultados parecen sugerir que niveles elevados de TAG combinados
con otros factores de riesgo pueden tener un valor predictivo y terapéutico en el
inicio de la lesion, también sugerido por Rubins *° Es preciso evaluar cada uno
de estos factores a fin de ponderar su participacion en incremento de

dislipidemias relacionadas con el envejecimiento.'#*8

Los resultados confirman que el desarrollo de la Aterosclerosis coronaria y sus
consecuencias, como el resto de las lesiones ateroscleréticas en otros sectores
vasculares, es progresivo desde la infancia (6) y evoluciona con el desarrollo del
hombre, ejerciendo su gran influencia el medio ambiente y siendo el responsable

de infartos de miocardio y muerte subita. La Arteria Coronaria Epicardica
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Descendente Anterior, es la mas dafiada en nuestra casuistica, siendo la
responsable de la incidencia de una mayor presencia de superficie relativa
ocupada por placas fibrosas y graves, de ello depende que el total de
aterosclerosis y los indices de obstruccion y estenosis muestren también
mayores valores de sus medias. Numerosos estudios realizados han
demostrado que la arteria descendente anterior resulta ser la mas afectada
dentro de los 3 vasos coronarios, siendo su afectacién por la aterosclerosis la
causante de una gran morbilidad y mortalidad por enfermedades

cardiovasculares.

La gravedad del proceso aterosclerdtico se hace manifiesto en los hombres
jovenes con respecto a las mujeres coetaneas, para mostrar un grado similar a
medida que avanza la edad, planteamiento que se avala por la accion protectora
de los estrégenos en la mujer premenopausica’.Ademas, al subdividir a la
poblacion por grupo etario se observd mayor severidad del proceso
aterosclerotico en el sexo femenino en relacion con el masculino, pudiendo
observar que la arteria descendente anterior fue la mas comprometida en el
sexo femenino, lo cual puede estar en relacion con el hecho de que en esta
muestra la mayor cantidad de mujeres estuvo en el grupo de edad entre 56 y 70
afos, que corresponde con el periodo postmenopausico, en el cual la intensidad
del proceso aterosclerético se hace mas severo por existir disminuciéon
significativa de los niveles sanguineos de estrogenos, que muchos autores

aseguran que causan el fenémeno arterosclerético’®**.

A pesar de estas diferencias, en cada grupo de edad de cada poblacion por
separado, la severidad del proceso aterosclerdtico aumenta con la edad, pues
este comienza desde la propia concepcion del ser humano y después del
nacimiento; cuando se incorporaran habitos y estilos de vida mas o menos
saludables, se van afadiendo el impacto de los conocidos como factores de
riesgo aterosclerético, desarrollandose el proceso con diferente intensidad pero
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siempre de forma ascendente en el transcurso de los afios. Ya por encima de los
70 afios se iguala practicamente el desarrollo de este proceso en los grupos,
tenga o no factores de riesgo, ya que los no protegidos genéticamente ya han

sido victimas de las consecuencias de la enfermedad aterosclerética.

Nuestros resultados reflejan que los mas afectados por la aterosclerosis
coronaria fueron los diabéticos y obesos. Desde hace varios afios se sabe que la
diabetes, predispone a las enfermedades vasculares, pero aun se desconoce el

mecanismo exacto por el cual la hiperglicemia representa un factor de riesgo.

Se han observado ciertas relaciones entre la hiperglicemia y el aumento de la
adhesién de las plaquetas, asi como otros trastornos de la coagulacién e
insulinorresistencia’®>. En cuanto a la obesidad, aunque es un factor
predisponente, recientemente se ha puesto en duda que desempefie un papel
independiente, ya que segun varios estudios, la relacion entre obesidad y
cardiopatia isquémica puede explicarse por la aparicion de otros factores de

riesgo’®. La Hipertension Arterial*

11

, con el aporte de placas fibrosas y la
Diabetes Mellitus ~~, con el de placas graves y la acciébn mecénica sobre el
endotelio aceleran el proceso y al acompafiarse de hipertrofia ventricular el
riesgo de la enfermedad es mayor #°. Estudios realizados por otros autores han
demostrado la relacion entre la gravedad de las lesiones arteriales y las lesiones
de isquemia y necrosis aparecidas en el musculo cardiaco, como consecuencia

del proceso hipéxico- isquémico desencadenado por ellas®.

Al comparar los diabéticos e hipertensos se puede observar que la
arteriosclerosis fue mas grave en los diabéticos, lo cual coincide con
investigaciones realizadas que plantean de la hipertension arterial afecta mas los

vasos cerebrales que los coronarios™.
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El diabético tiene una gran incidencia como factor de riesgo para la
aterosclerosis y enfermedades isquémicas del corazon. En nuestro medio se
debi6 esperar, como lo demuestra la literatura consultada que entre los grupos
de estudio: diabéticos y los sin factor de riesgo conocido, se presentara una
significacion estadistica destacable al analizar las variables arteriales del sistema
aterométrico, a favor de los diabéticos, por el impacto que esta entidad produce
sobre la intima arterial. La mayoria de los factores clasicos de riesgo
aterosclerotico se han relacionado con cambios en las concentraciones de
diversos biomarcadores de matriz extracelular asi como con el riesgo vascular

41,42

global de Framingham™-", si bien el mecanismo que relaciona ambos hechos no

se ha establecido.

Es posible que los factores de riesgo modulen la estructura vascular y la
estabilidad de la placa, y que esto tenga influencia en las concentraciones de
MMP o TIMP, o a través de una regulaciéon de la produccién de colageno.
Tampoco puede descartarse que los valores alterados de los biomarcadores
sean un epifendbmeno o0 una respuesta adaptativa al propio proceso
aterosclerotico. Asi como las alteraciones en la homeostasis de la MEC, como
consecuencia de cambios en la sintesis y/o la degradacion, se han asociado con
enfermedades vasculares. Nosotros encontramos una correlacién entre la
gravedad de la lesion aterosclerética y el aumento de sefial en la
inmunohistoquimica de MMP-9 y TIMP-1, si bien se encuentran presentes la
MMP-1 y MMP-10 estas se presentan sin un patron definido en distintas
lesiones.Hay evidencia de que las MMP estan involucradas en todas las fases

del proceso aterosclerdtico, desde la lesion inicial a la ruptura y la trombosis.
Es importante sefialar que no todas las MMP reaccionan de forma similar ante

los mismos estimulos y que el impacto de varios factores puede ser especifico

del tipo celular implicado. Variaciones en la secuencia de la region promotora de
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genes que codifican MMP pueden ser otro de los mecanismos implicados en la

regulacion de la actividad proteolitica.

Se ha observado, a escala experimental y clinica, mediante estudios
inmunohistoquimicos y zimograficos, un aumento de la expresion de MMP en
diferentes tipos de lesiones ateroscleréticas®*™*!. Galis et al, en un modelo de
lesion carotidea en ratones knock-out para MMP-9, observaron descenso de la
hiperplasia de la intima y acumulacion de colageno intersticial en el sistema
vascular42. En otro estudio, en ratones knock-out para TIMP-1 (en los que la
actividad MMP-1 estaba aumentada), se observé una reduccion del tamafio de la
placa aterosclerética43. La conclusion de estos estudios es que la inhibicion de
MMP podria contribuir a la estabilidad de la placa al promover un incremento del

contenido de colageno.

En nuestro estudio medimos la expresion de MMP-1,9 y 10, y de TIMP-1, asi
como el contenido de colageno en secciones vasculares coronarias, nuestros
resultados demostraron un incremento significativo de MMP en lesiones
avanzadas, sobre todo en areas con alto contenido en macrofagos y, por tanto
con mayor inflamacion45. En concreto, observamos una mayor expresion de
MMP 9 y TIMP 10, que se correlacioné con una reduccion del contenido de
colageno en las lesiones aterosclerdticas avanzadas, mayor expresion de MMP
9 en las lesiones aneurismaticas, aumento de TIMP-1 en las que mostraban
calcificacion. Estos resultados indican un papel preponderante de las MMP en
lesiones ateroscleroticas avanzadas y que las diferencias observadas en el
balance proteolitico en los distintos lechos vasculares pueden estar implicadas
en la evolucion final de la lesién aterosclerética humana y en la formacion de

aneurismas>/3846
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Nuestros resultados estarian de acuerdo con otros estudios que han demostrado
un aumento de MMP-9 en placas coronarias y carotideas inestables *’, asi
mismo podriamos valorar la utilidad de la MMP-9 como un marcador adecuado
ya que en este estudio encontramos asociacion entre su intensidad de expresion

y gravedad de la lesion.

Se ha observado aumento de MMP-9 y TIMP-1 en pacientes diabéticos y con
sindrome metabdlico®®*!. En estudios experimentales se ha observado que las
concentraciones elevadas de glucosa inducen la expresion de MMP-1 y 2 por
células endoteliales y de MMP-9 por macréfagos, sin efecto en el TIMP-1°2,

La concentracién de TIMP-1, pero no de MMP-9, se ha relacionado con el indice
de masa corporal**. Finalmente, en un estudio realizado en mujeres obesas se
observé un descenso de MMP-1 un afio después de practicar una reduccion
gastrica®®. Se ha observado un aumento de MMP-9 circulante, pero también de

I°°. En la

TIMP-1 en sujetos con hipertension y engrosamiento de la pared arteria
hipertension arterial, habria un patron caracterizado por un incremento de la

sintesis de colageno y una reduccién de su degradacion.

Hay un aumento de MMP-9 y TIMP-1 en fumadores, en parte relacionado con la
duracién de la exposicién al tabaco®’. No se ha observado ninguna asociacién
entre la ingesta abusiva de alcohol y los valores circulantes de TIMP-1 y MMP-2
%8 aunque sf se ha encontrado un aumento en la expresién de MMP-9 y 2 en los
macrofagos alveolares, probablemente relacionado con el remodelado pulmonar
en el contexto del sindrome de distres respiratorio agudo®. Por otra parte, se ha
podido observar una asociacion inversa entre el consumo moderado de alcohol y

las concentraciones circulantes de TIMP-1*
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Si bien, a escala vascular, existen evidencias de una estrecha asociacion entre
MMP vy la vulnerabilidad de la placa, hay méas controversia con los resultados
observados en la clinica®. Un estudio analizé los valores de MMP-9 y TIMP-1 en
pacientes con lesiones coronarias diagnosticadas angiograficamente. Se
observdé un aumento significativo de ambos parametros en sujetos con IAM y

angina inestable en relacién con aquellos con sindrome coronario estable®.

La edad es un factor de riesgo para las enfermedades vasculares, como la
hipertension y la aterosclerosis. Se ha observado desorganizacion en la lamina
elastica interna en ausencia de lesion vascular en relacién con la edad, por
aumento de la expresion de diversas MMP con actividad elastasa, como MMP-2
y 9. Estimulos inflamatorios presentes en aortas de sujetos de edad avanzada,
como TNF-3a y TGF-B, estan involucrados en una mayor activacion de MMP a
escala vascular. Estos cambios moleculares observados durante el proceso de
envejecimiento pueden representar nuevas dianas para la prevencion y

tratamiento de enfermedades vasculares relacionadas con la edad®.
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Conclusiones

1. La severidad de la Aterosclerosis Coronaria aumenta con la edad en
ambos sexos, aunque las mujeres se ven afectadas tardiamente
acelerandose el proceso a partir de la cuarta década de la vida. Ya que
las variables que indican gravedad del proceso en edades tempranas son
mucho mas evidentes en el sexo masculino, se puede observar como el
desarrollo de las lesiones, expresion clinica y complicaciones, tiene lugar
mas tardiamente en la mujer donde la influencia beneficiosa de los
estrogenos sobre el endotelio las hace diferentes, por lo que el
conocimiento de la predisposicion del hombre de sufrir de aterosclerosis
coronaria en cualquiera de sus formas clinicas a la cuarta década de la
vida nos llevan a tomar acciones de vigilancia y cambio de estilo de vida
para prevenir complicaciones.**°

Los factores de riesgo cardiovasculares de manera individual no se
correlacionan con el grado de obstruccién a excepcion de la Hipertension
Arterial.

Los dos factores de riesgo con mas presencia en pacientes con lesiones
iniciales fueron: hipertension (50 %) y glucemia (50 %), tabaco (80 %) e
hipertrigliceridemia (57 %).

4. Globalmente el % de participacion de los factores de riesgo fue: 1°
hipertension (63%), 2° tabaco (56%), 3° hiperglicemia (51%), 4° alcohol
(39%), 5° hipertrigliceridemia (28,5%) y 6° hipercolesterolemia (28%).

La arteria mas afecta fue la Descendente Anterior, coincidiendo con
trabajos anteriores, responsable de las lesiones en infartos cardiacos y
muerte subita

Los obesos y diabéticos fueron los que mas dafio aterosclerético
presentaron en las tres arterias.

La Hipertension Arterial y la Diabetes Mellitus, favorecen que de forma

acelerada evolucione el proceso aterosclerético en las arterias coronarias.
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8. En los pacientes fumadores se encontraron las arterias coronarias mas
afectadas que en los no fumadores.

9. El Sistema Aterométrico es un método efectivo y valido en la
caracterizacion del proceso aterosclerético en el sector vascular
coronario.

10.Existe diferencia en el patrén de expresion de metaloproteasas 1,9 y 10
acorde a la clasificacion histopatolégica.

11.Aparentemente el TIMP-1 expresado de manera ascendente por placas
ateroscleroticas

12.La MMP-9 presenta una intensidad creciente acorde a la gravedad de la
lesion ateroesclerotica.

13.La presencia de MMP-10 en tejido ateroesclerdtico no correlaciona con la
gravedad de la lesidn histopatolégica

14.Las MMPs de la pared arterial se modifican con la evolucién del ateroma.
Las variaciones que sufren son iguales en las diferentes arterias
coronarias.

15.La MMP 9 y la MMP 10 se manifiestan de forma diferente en las lesiones
iniciales y avanzadas: las pro-formas de las MMPs 9 y 10 estan presentes
en La MMP-9 activa se manifiesta en lesibn avanzada coronaria. La MMP-
10 activa esta presente en las lesiones iniciales.
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Perspectivas

Teniendo en cuenta el papel de las MMP en la aterosclerosis no es sorprendente
que su inhibicibn pueda representar una estrategia terapéutica potencial
encaminada a la estabilizacion de las placas de ateroma, reduciendo la
degradacion de la MEC y restaurando el equilibrio MMP/TIMP. Tedricamente, los
métodos de inhibicibn de MMP incluirian agentes inhibidores de la actividad y

153,54

producciéon de MMP y aumento de TIMP- , Si bien existen resultados

contradictorios sobre el efecto beneficioso de la inhibicion selectiva de MMP>*

Diversos farmacos empleados en el tratamiento de la aterosclerosis pueden
tener un efecto modulador de la actividad proteolitica celular y/o sistémica. Por lo
gue se abre un campo de amplias posibilidades al intentar modular este sistema

gue juega un papel principal en el desarrollo de las lesiones ateromatosas.
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ANEXO 1

HOJA UNIVERSAL DE RECOLECCION DE DATOS:

FICHA DE IDENTIFICACION

No.NECROPSIA | | | | | | No. DE EXPEDIENTE

NOMBRE: ...ttt e b et ae bbb e he b e e hs e b e b bR a e e aa s eh s b e L e e b e he e eh e e b e b e e b e a e e e Seabeae et e be et et e

OCUPACION: .o Edad:.couerrerrrenrenne Género: 1 O Masculino

0 O Femenino

INFORMACION CLINICA

1. Diagndstico Clinico (CIE 10):

Antecedentes Personales:

Sist. Diast. TAM Sist. Diast. TAM Sist. Diast. TAM Prom.

2.DM 10si OONo EnTx. 10Osi o0 No
Valor de Laboratorio
3. HAS 10si OONo EnTx. 10Osi o0 No
4. Dislipidemia 10 Si OONo EnTx. 10OSi od No
5. Obesidad Peso Talla IMC
Clasificacion
Signos y Sintomas:
8. Precordalgia: 1asi 00 No
9. Disnea: 1asi 00 No
10. Diaforesis: 1asi 00 No
11. Nausea: 10 Si o0 No
12. Vomito: 1asi 00 No
13. Sincope: 1asi 00 No
14. Confusién Aguda: 10 Si od No
15. Descompensacion de IC: 1asi o0 No
16. Ansiedad: 1asi 00 No
17. Palidez: 1asi o0 No
18. Astenia: 10 Si o0 No
19. Taquicardia: 1asi 00 No
20. Bradicardia: 1asi 00 No
21. 3° Ruido 1asi o0 No
22. 4° Ruido 1asi 00 No
23. Soplo 1a si od0 No
Especifique
24. Estertores 101 Si 0O No  Especifique
25.TA: Clasif. JNC VII

26. Motivo de ingreso:

27 Inicio de sintomas Subito 10 Paulatino 00
28 Tiempo de evolucién

31. Antecedentes familiares de Cardiopatia Isquémica
10Si 0O No

32. Antecedentes familiares de Enfermedad Autoinmune
10Si 000 No

33. Antecedentes familiares de Dislipidemia Familiar
10Si o000 No

| Datos de Laboratorio:

1. 2. 3. 4, Prom.
34.Hb.
35.Hto.
36.VSG.
37.Leuc
38.Neut
39.Linf.
40.Gluc
41.Urea
42.Creat
43.Col. .
44.LDL.
45 HDL.
46.TGL.
47.CPK .
48.MB.
49.Trop.
Datos de Gabinete:

50. Placa de Térax: OOSin Alteraciones Aparentes
del Botén Adrtico 20 Cardiomegalia

10 Prominencia

51. ECG: Normal 10 o0 Isquémico 10 00O Lesion 10 oO

Necrosis 10 00O Hipertrofia 10 00O Sobrecarga 10 o0
Bloqueo 10 00

Diagnésticos Anatomo-patoldgicos.

Hallazgos

52. Corazén Peso VEVD___ VSVD VEVI VSV
DTVD DTVI

Cardiomegalia 10 SioOd No
00 Hipertrofia 10 Dilatacién 200 Ambas
53. TEP 10 si o0 No
54. Edema Pulmonar10 Si 0O No
10 Cardiogénico 00 No Cardiogénico
55. Patron Microscépico (AHA): 10 2030 40 50 60O
56. Patron Macroscépico (OMS): 101a 201b 301c
402a 502b 602c
703a 803b 903c
57. Patron Histopatoldgico de IC
58. Enfermedad Principal.
59. Alteracion Predisponente.
60. Alteracion Concomitante.
61. Alteracion Independiente.
62. Causa Inmediata de Muerte.
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ANEXO 2

Técnica de Inmunohistoquimica

La inmunotincion puede llevarse a cabo en la forma tradicional o bien mediante
métodos semiautométicos y automaticos los cuales en el mercado podemos
encontrar de diferentes marcas, modelos, capacidad y con diferentes sistemas ya
sean abiertos o cerrados, todos los equipos sin excepcion cumplen con los
estandares de calidad; las marcas que respaldan estos equipos de inmunotincion
son DAKO, BIOGENEX, VENTANA, FISHER Y SHANDON, sin embargo cada

laboratorio implementara aquel que vaya acorde con sus necesidades.

PREPARACION DE REACTIVOS

Formaldehido amortiguado al 10%

Formaldehido 37-40% 100 ml/lt
Fosfato de Potasio 4.0 g/lt.
monobasico
Fosfato de Potasio dibasico 6.5 g/lt.
Agua desionizada c.b.p. 1000 ml.

Citrato de Sodio 0.1 M

Citrato de Sodio (P.M. 29.4 g/lt.
294.2)
Agua desionizada 900 ml.
pH 6, ajustar pH con HCI pH 6
conc.
Tween 20 1 mi
Agua Desionizada c.b.p.1000
ml.




PBS

Agua desionizada 900 ml.
Fosfato de Potasio 0.24 g/lt
monobasico
Fosfato de Potasio dibasico 1.44 g/it.
KCI 0.2 g/lt.
NaCl 8.0 g/lt.
Agua desionizada c.b.p. 1000
ml.
TBST
Agua desionizada 750 ml
Tris 6.05 g/lt.
NaCl 8.76 gllt.
Tween 20 1ml
Etanol absoluto (opcional) 50 ml /It.
pH ajustar pH con HCI 7.5
conc.

Agua desionizada c.b.p. 1000 ml.
Albumina Bovina 1%
AlbUmina sérica 1 g/100

bovina ml.
PBS (agua estéril) 100 ml.

Peréxido de Hidrégeno 0.3%

Agua destilada 70 ml.
Peréxido de Hidrogeno 3 ml.
30%
Agua destilada c.b.p. 100

ml.




PBS/diluyente de anticuerpos

Agua desionizada estéril

90 ml.

Fosfato de Potasio

0.024 g/100ml

monobasico
Fosfato de Potasio dibasico | 0.144 g/100
ml.
KCI 0.02 g/100 ml.
NaCl 0.80 g/100 ml.
Agua desionizada estéril c.b.p. 100 ml.
NaNsz 15 mM. 0.975 g/100

mil.
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