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Las metaloproteasas son una familia de
endopeptidasas que degradan proteinas de la
matriz extracelular y desempefan un papel
importante en diversos procesos fisiolégicos (p. €j.,
cicatrizaci6n de heridas) y patolégicos, como
céancer, angiogenia y aterosclerosis. Existen
evidencias experimentales y clinicas que sugieren
que las metaloproteasas son relevantes en el
remodelado vascular y degradacion de la placa
fibrosa, que complican la evolucién de los
pacientes con aterosclerosis al favorecer la
trombosis y la formacion de aneurismas. Se ha
observado en arterias humanas un diferente patrén
de expresion de metaloproteasas segtn el tipo de
lesién aterosclerdtica y del lecho vascular
implicado. Asimismo, se ha encontrado un
aumento de metaloproteasas en la circulacion de
pacientes con sindromes coronarios. Estudios
experimentales indican que la inhibicién de las
metaloproteasas puede ser importante en la
estabilizacion de la placa de ateroma y constituir
nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento de la
aterosclerosis.
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METALLOPROTEASES IN ATHEROSCLEROSIS:
PATHOPHYSIOLOGIC AND THERAPEUTIC
IMPLICATIONS

Metalloproteases (MMPs) constitute a family of
endopeptidases which break down extracellular
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matrix proteins and play an important role in
different physiologic (wound scarring) and
pathologic processes such as cancer, angiogenesis
and atherosclerosis.

Experimental and clinical evidence suggests that
MMPs are important in vascular remodeling and
fibrous plaque breakdown which complicate the
evolution of patients with atherosclerosis by
favoring thrombosis and aneurysm formation. A
different MMP expression pattern depending on
the type of atherosclerotic lesion and vascular bed
involved has been observed in human arteries.
Similarly, an increase in MMPs has been found in
the bloodstream of patients with coronary
syndromes. Experimental studies indicate that
MMP inhibition may be important in
atheromatous plaque stabilization and constitute
new therapeutic targets in atherosclerosis
management.
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Introduccién

Es cada vez mas evidente que alteraciones de la
estructura y la composicién de la matriz extracelu-
lar (MEC) desempefian un papel clave en el proceso
aterogénico. Lejos de ser una estructura estatica, la
MEC es un medio dindmico sometido a un conti-
nuo proceso de remodelado que afecta de un modo
importante a su actividad funcional. En este siste-
ma desempefian un papel clave las metaloproteasas
(MMP), enzimas especializadas en diversos proce-
sos fisiolégicos y patolégicos, como cicatrizacién
de las heridas, angiogenia y céncer, pero también
en el desarrollo y las complicaciones de enfermeda-
des cardiovasculares de naturaleza aterotrom-boti-
cals,
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Tabla 1. Caracteristicas y especificidad de las principales metaloproteasas (MMP)

Tipo membrana

1V, transferrina

MMP-14 MT1-MMP Colagenos I, IT y III, caseina, elastina, fibronectina,
vitronectina, tenascina, proteoglicanos, laminina,
entactina

MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina

MMP-16 MT3-MMP Colé4geno III, gelatina, caseina, fibronectina

MMP-17 MT4-MMP

MMP-24 MT5-MMP ND

MMP-25 MT6-MMP ND

Otras

MMP-7 Matrilisina Colagenos IV y X, gelatina, agrecan, proteoglicanos,
fibronectina, laminina, entactina, tenascina,
casefna transferrina, integrina b,, osteonectina,
elastina

MMP-12 Metaloelastasa Colageno 1V, gelatina, elastina, caseina, laminina,
proteoglicanos, fibronectina, vitronectina,
entactina

MMP-20 Enamelisina Amelogenina

MMP-23A MMP-21 ND

MMP-23B MMP-22 ND

MMP-26 Matrilisina 2 Colageno 1V, fibrinégeno, fibronectina, caseina

MMP-27 ND ND

MMP-28 Epilisina Caseina

MMP (tipo) Denominacién Sustrato MEC | Sustrato no MEC
Colagenasas
MMP-1 Colagenasa-1 Colagenos I, II, III, VII, VIII y X, gelatina, o1-AT, IL-1B, pro-TNF,
proteoglicanos, tenascina, entactina IGFBP-3, MMP-2, MMP-9
MMP-8 Colagenasa-2 Colagenos I, 11, III, V, VIIT y X, gelatina, agrecan a1-AT, 02-AP, fibronectina
MMP-13 Colagenasa 3 Colagenos I, 11, I1I, IV, IX, X y XIV, gelatina, MMP-9, PAI-2
tenascina, fibronectina, agrecan,
osteonectina
Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa A Colagenos I, IV, V, VII, X, XI y XIV, gelatina, IL-1B, o1-PI, MMP-1, MMP-9,
elastina, fibronectina, laminina, agrecan, MMP-13
versican, osteonectina, proteoglicanos
MMP-9 Gelatinasa B Colagenos IV,V, VII, X, XIV, gelatina, elastina, o.1-AT, IL-1B, plasmin6geno
agrecan, versican, proteoglicanos, osteonectina
Estromalisinas
MMP-3 Estromalisina-1 Colagenos 111, 1V, V y IX, gelatina, agrecan, al-AT, ATIII, ovostatina,
versican, proteoglicanos, tenascina, fibronectina, IL-1B, amiloide A, IGFB-3,
laminina, osteonectina fibrin6geno, plasminégeno,
MMP-1, MMP-7, MMP-8,
MMP-13
MMP-10 Estromalisina-2 Colagenos 111, 1V, V, gelatina, caseina, agrecan, MMP-1, MMP-8
elastina, proteoglicanos
MMP-11 Estromalisina-3 Caseina, laminina, fibronectina, gelatina, colageno 0.1-AT, caseina, IGFB-1

al-AT, MMP-2, MMP-13

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

MMP-1, MMP-2, MMP-9,

plasminégeno, o1-AT

a1-AT, fibrinégeno y fibrina,
plasminégeno, mielina

MEC: matriz extracelular; o1-AT: o-1-antitripsina; ATIII: antitrombina; IGFB: factor de crecimiento similar a la insulina; PAL inhibidor del activa-

dor del plasmin6geno; ND: no determinado.

Las MMP forman una familia de endopeptidasas
dependientes del cinc, producidas por diversos tipos
celulares, endoteliales, musculares lisas y monoci-
tos, que degradan numerosos componentes de la
MEC, asi como otras proteinas no relacionadas®’.
Las MMP son sintetizadas y secretadas como proen-
zimas inactivas, y poseen un dominio propeptidico
rico en cistefnas, capaz de ligar Zn** al dominio ca-
talitico, lo que conlleva inactivacién de la enzima®’.
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Se clasifican en subgrupos basados en su estructura,
especificidad por el sustrato y unién a membranas
(tabla 1): colagenasas (MMP-1, 8 y 13), estromalisi-
nas (MMP-3, 10 y 11), gelatinasas (MMP-2 y 9), tipo
membrana (MT-MMP) y otras MMP (matrilisina,
metaloelastasa, etc.)”1%!1, La actividad de las MMP
estd regulada intra y extracelularmente en 3 4mbi-
tos: transcripcional, postranslacional y a través de
interaccién con inhibidores especificos. Diversos
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factores de crecimiento, citocinas y hormonas au-
mentan su expresion transcripcional, mientras que
la heparina, el factor de transformacién p (TGF-B) y
los corticoides la inhiben. La activacién extracelular
de zimoégenos latentes (Pro-MMP) representaria el
segundo nivel de control: el principal activador fisio-
légico de las MMP es la plasmina, que convierte las
formas latentes en activas mediante prote6lisis del
enlace cisteina-Zn** y exposicion del dominio catali-
tico®. Otras enzimas, como trombina, el factor Xa y
las propias MMP también poseen la capacidad de
activar MMP'#!4, Finalmente, existiria un control de
la actividad de MMP mediado por inhibidores espe-
cificos (TIMPS), de los que se han descrito 4 miem-
bros (TIMP-1, 2, 3 y 4). Los TIMP inhiben las MMP
mediante unién irreversible a la forma activa de la
enzima. En resumen, el balance proteolitico depen-
dera de la concentracién relativa de activadores e in-

hibidores™ (fig. 1).

Funciones bioldgicas de las MMP

Diversos estudios experimentales y clinicos han
permitido establecer un papel de las MMP en va-
rios procesos fisioldgicos.
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Actividad del endometrio

La menstruacién se caracteriza por la destruc-
ci6n tisular como resultado de la degradacién del
endometrio funcional en el inicio del ciclo repro-
ductivo femenino. Se ha observado un aumento de
colagenasas y estromalisinas durante la fase mens-
trual en el endometrio humano®.

Cicatrizacion de heridas

La degradacion proteolitica de la MEC es un re-
quisito indispensable en numerosas fases del pro-
ceso de cicatrizacién, como la angiogenia y la mi-
gracion de queratinocitos. La expresién de MMP-1
se incrementa tras la lesién cutdnea, continda du-
rante la cicatrizacion y persiste durante la reepiteli-
zacion. Se ha demostrado que la actividad MMP-1
es esencial para la migraciéon de queratinocitos a
través del coldgeno, proceso mediado por la inte-
grina o,3,'¢.

Actividad fibrinolitica celular

Las interacciones entre el sistema de MMP vy el
sistema plasminGgeno/plasmina afectan la fibrino-
lisis celular. La MMP-3 (estromalisina-1) hidroliza
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especificamente activadores del plasminogéno
como la urocinasa (u-PA) en un fragmento de 17
kDa, que contiene el receptor para la enzima (u-
PAR). Ademas, hidroliza la 02-antiplasmina, princi-
pal inhibidor fisiol6gico de la plasmina, asi como el
inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1),
principal inhibidor de los activadores del plasmi-
nogeno. Como se ha sefalado anteriormente, la
plasmina es uno de los principales activadores de
pro-MMP en enzimas activas'’. Estas interacciones
moleculares entre MMP vy el sistema de activacién
del plasminégeno desempefiaran un papel funda-
mental en la regulacién de la fibrindlisis celular®!®,

Remodelado epitelial

Una de las funciones principales de la mucosa
epitelial es actuar de barrera defensiva antimicro-
biana y como componente de la inmunidad innata.
La expresion de matrilixina en el epitelio mucoso,
la mas pequefia de las MMP descritas hasta la ac-
tualidad (28 kDa), sugiere que esta enzima seria
responsable de la activacion de prodefensinas, pre-
cursoras de sustancias que destruyen bacterias a
través de una disrupcién de su membrana'.

Envejecimiento

La edad es un factor de riesgo para las enferme-
dades vasculares, como la hipertension y la ateros-
clerosis. Se ha observado desorganizacién en la la-
mina elastica interna en ausencia de lesi6n
vascular en relacién con la edad, por aumento de la
expresion de diversas MMP con actividad elastasa,
como MMP-2 y 9. Estimulos inflamatorios presen-
tes 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 cam-
bios moleculares observados durante el proceso de
envejecimiento pueden representar nuevas dianas
para la prevencion y tratamiento de enfermedades
vasculares relacionadas con la edad®.

Papel de las MMP en aterosclerosis: desarrollo
de la lesion, rotura de la placa y formacién de
aneurismas

Alteraciones en la homeostasis de la MEC, como
consecuencia de cambios en la sintesis y/o la de-
gradacion, se han asociado con enfermedades vas-
culares. Hay evidencia de que las MMP estan invo-
lucradas en todas las fases del proceso
aterosclerético, desde la lesion inicial a la rotura y
la trombosis. El espectro de MMP en la ateroscle-
rosis estara condicionado por el tipo celular predo-
minante, los factores solubles y la interaccién célu-
las-MEC>7:21.22,
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Las moléculas implicadas en la comunicacién de
los tipos celulares implicados en la protedlisis vascu-
lar no se conocen con precisién. Diversas citocinas
proinflamatorias, como el TNF-o y las interleucinas,
asi como las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
oxidadas, aumentan la expresién de MMP por mono-
citos y células endoteliales in vitro**. Estudios re-
cientes han implicado al sistema CD40/CD40L, ya
que la unién de CD40 por células presentes en el ate-
roma causa activacion de MMP?2, La hipoxia-
reoxigenacion y las especies reactivas del oxigeno
pueden inducir la expresién de diversas MMP**, La
hiperglucemia puede aumentar la expresién de
MMP-9 en células endoteliales®’. Finalmente, la
trombina es capaz de activar pro-MMP-2 in vitro, lo
que sugiere una probable activacion de MMP en los
lugares de lesion vascular'?. En placas ateroscleroti-
cas complicadas, la trombina podria promover su
inestabilidad al incrementar la degradacion de la
MEC’. La activacién combinada de trombina y MMP
podria suponer un importante mecanismo de retroa-
limentaci6n en los sindromes clinicos aterotromboti-
cos (fig. 1). Es importante sefialar que no todas las
MMP reaccionan de forma similar ante los mismos
estimulos y que el impacto de varios fac-
tores puede ser especifico del tipo celular implica-do.
Asi, el TGF-f inhibe la expresion de MMP-12, pero
aumenta la de MMP-2 y 9 en monocitos humanos®?.

Variaciones en la secuencia de la regién promoto-
ra de genes que codifican MMP pueden ser otro de
los mecanismos implicados en la regulacién de la ac-
tividad proteolitica. Se ha descrito un polimorfismo
CIT en la regi6n promotora de la gelatinasa-B (MMP-
9) que influye en la expresion de la proteina; la va-
riante T es la que se asociarfa con mayor actividad
proteolitica®. Asimismo, un polimorfismo 5A/6A en
la regién promotora de la MMP-3 origina cambios en
la actividad del enzima, con un aumento 2 veces su-
perior en los portadores del alelo 5A%. Finalmente,
un estudio reciente ha demostrado que el polimorfis-
mo 5A-1171/6A en la estromalisina-1 se ha asociado
con aumento significativo en la incidencia de infarto
de miocardio en mujeres*.

La formacién de la placa ocurre como resultado
de la migracion y proliferacion celular, acompanada
de acumulacion de MEC. La degradacién de la MEC
por accién de MMP promueve la migracién y el de-
sarrollo de la placa. Durante las fases iniciales, el re-
modelado de la MEC representa un mecanismo
compensador que evita la estenosis arterial. En fases
ulteriores del proceso aterosclerético, la degrada-
cién de la capa fibrosa o la erosion endotelial media-
da por MMP favorece la rotura y la desestabiliza-
cién, y promueve la trombosis. La participacion de
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MMP se considera, por consiguiente, clave en estos
procesos®*. Finalmente, la formacién de aneuris-
mas representarfa una fase avanzada del proceso de
remodelado arterial por degradacién de la MEC me-
diada fundamentalmente por MMP-2 y 9373,

Se ha observado, a escala experimental y clinica,
mediante estudios inmunocitoquimicos y zimogra-
ficos, un aumento de la expresion de MMP en dife-
rentes tipos de lesiones ateroscleréticas*!. Galis et
al, en un modelo de lesién carotidea en ratones
knockout para MMP-9, observaron descenso de la
hiperplasia de la intima y acumulacién de colageno
intersticial en el sistema vascular®’. En otro estu-
dio, en ratones knockout para TIMP-1 (en los que
la actividad MMP-1 estaba aumentada), se observé
una reduccioén del tamano de la placa ateroscleréti-
ca®. La conclusion de estos estudios es que la inhi-
bicién de MMP podria contribuir a la estabilidad
de la placa al promover un incremento del conteni-
do de colageno.

Nuestro grupo ha demostrado recientemente, en
un modelo experimental de aterosclerosis en cer-
dos inducido por dieta més angioplastia en arteria
iliaca, un marcado aumento de la expresién vascu-
lar de colagenasa (MMP-1) tras angioplastia (fig.
2), que se correlacionaba con una reduccién del
contenido de colageno de la placa (fig. 3). También
observamos un aumento de la actividad proteoliti-
ca sistémica en el grupo hipercolesterolémico,
identificada como MMP-1 por western-blot*. Estos
resultados sugieren que la lesién vascular supone
un potente estimulo para la expresién vascular y
sistémica de MMP-1 en este modelo experimental
de hipercolesterolemia porcina.
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Figura 2. Modelo experimental
de hipercolesterolemia mas le-
si6n iliaca en cerdos. Marcado
aumento de expresién de MMP-
1 tras lesi6n vascular (izquier-
da) y efecto del tratamiento con
vitaminas antioxidantes (dere-
cha).

También hemos analizado el perfil proteolitico
vascular en pacientes con lesiones ateroscleréticas
avanzadas®. Se obtuvieron segmentos vasculares
de pacientes sometidos a cirugia de revasculariza-
cién periférica y se determind, mediante inmu-
nohistoquimica, la expresion de MMP y TIMP. Se
midi6 la expresion de MMP-1,3 y 9, y de TIMP-1,
asi como el contenido de coldgeno en secciones
vasculares de pacientes sometidos a endarterecto-
mia carotidea (n = 11) y revascularizacién periféri-
ca (femoral; n = 23), asi como en secciones de arte-
ria mamaria de pacientes sometidos a bypass
aortocoronario (n = 20; grupo control). Se analiza-
ron los resultados con relacién al lecho vascular y
tipo de lesion (oclusiva o aneurismética).

Nuestros resultados demostraron un incremento
significativo de MMP en lesiones avanzadas, sobre
todo en areas con alto contenido en macréfagos v,
por tanto con mayor inflamacién®. Ademas, se ob-
servé una alteracion del balance proteolitico en re-
lacién con el lecho vascular (carétida o femoral) y
el tipo de lesi6n aterosclerdtica (trombética o
aneurismatica). En concreto, observamos una ma-
yor expresion de MMP-1, 3 y 9, que se correlacioné
con una reduccién del contenido de coldgeno en
las lesiones ateroscleréticas avanzadas, mayor ex-
presién de MMP-1 y 3 en las lesiones aneurismati-
cas, aumento de TIMP-1 en las que mostraban cal-
cificacién y una mayor expresion de MMP-9 en
lesiones carotideas comparadas con femorales®
(fig. 4). Estos resultados indican un papel prepon-
derante de las MMP en lesiones aterosclerdticas
avanzadas y que las diferencias observadas en el
balance proteolitico en los distintos lechos vascula-
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res pueden estar implicadas en la evolucién final
de la lesion aterosclerética humana y en la forma-
cién de aneurismas?73846,

Nuestros resultados estarian de acuerdo con
otros estudios que han demostrado un aumento de
MMP-9 en placas coronarias y carotideas inesta-
bles*’. Ademas, se observé un incremento de los va-
lores circulantes de MMP-9 en pacientes sometidos
a endarterectomia con evidencia de embolizacién
espontanea®’.

Femoral

.
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Figura 3. Modelo experimental
de hipercolesterolemia maés le-
si6n iliaca en cerdos. Reduccion
del contenido de coldgeno en la
placa de ateroma tras lesién vas-
cular (izquierda) y aumento del
colagéno tras tratamiento con
vitaminas antioxidantes (dere-

cha).

Asociacion de MMP con sindromes coronarios
agudos

Si bien, a escala vascular, existen evidencias de
una estrecha asociaciéon entre MMP y la vulnerabi-
lidad de la placa, hay mas controversia con los re-
sultados observados en la clinica?. Kai et al midie-
ron las concentraciones de MMP-2 y 9 en 50
pacientes con sindromes coronarios. Los valores de
MMP-9 estaban significativamente més elevados
en aquellos con infarto agudo de miocardio (IAM)

Cardtida

Figura 4. Diferente expresién
: de MMP-9 en la arteria cardti-
da (izquierda) en relaci6n con
femorales (derecha).

48



PARAMO JA, ET AL. METALOPROTEASAS EN ATEROSCLEROSIS: IMPLICACIONES FISIOPATOLOGICAS Y TERAPEUTICAS

y angina inestable que en los que presentaban angi-
na estable®. Otro estudio analiz6 los valores de
MMP-9 y TIMP-1 en pacientes con lesiones corona-
rias diagnosticadas angiograficamente. Se observé
un aumento significativo de ambos pardmetros en
sujetos con IAM y angina inestable en relacién con
aquellos con sindrome coronario estable*. En un
tercer trabajo se midieron los valores de MMP-1 y
2 en pacientes hospitalizados con IAM. Los valores
de MMP-2 experimentaron un aumento significati-
vo los dias 14 y 21%°. Recientemente, Blankeberg et
al demostraron una potente asociacién entre los
valores de MMP-9 y el riesgo de episodios corona-
rios fatales tras 4 afos de seguimiento en 1.127 pa-
cientes con enfermedad coronaria establecida’'. En
nuestro grupo también hemos observado una alte-
racion del balance fibrinolitico/proteolitico en una
serie de pacientes con angina estable y lesiones co-
ronarias demostradas angiograficamente®?. Sin em-
bargo, existen importantes limitaciones en estos
estudios derivadas del hecho de que no siempre
la actividad proteolitica plasmatica refleja la activi-
dad de la placa y de la demostracién de que la
trombina, enzima causante de la formacién del co-
agulo de fibrina, también puede activar MMP, por
lo que el aumento observado en pacientes con sin-
dromes coronarios seria la consecuencia, mas que
la causa de la trombosis intravascular’?,

MMP como dianas terapéuticas
en la aterosclerosis

Teniendo en cuenta el papel de las MMP en la
aterosclerosis no es sorprendente que su inhibicién
pueda representar una estrategia terapéutica po-
tencial encaminada a la estabilizacién de las placas
de ateroma, reduciendo la degradacién de la MEC
y restaurando el equilibrio MMP/TIMP. Tedrica-
mente, los métodos de inhibicién de MMP inclui-
rian agentes inhibidores de la actividad y produc-
cion de MMP y aumento de TIMP-153% si bien
existen resultados contradictorios sobre el efecto
beneficioso de la inhibicién 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. In-
hibidores de la enzima HMGCoA-reductasa (estati-
nas) afectan la expresion de diversas MMP: la fluvas-
tatina y la simvastatina reducen la secrecién celular
de MMP-1 y 9 in vitro%. Experimentalmente, malti-
ples estatinas disminuyen la expresién de MMP-1, 3
y 9. Estudios recientes indican, asimismo, que
compuestos del tipo de las tiazolidindionas (TZD, ro-
siglitazona) disminuyen la expresion de MMP-9, pro-
bablemente a través de la unién a PPAR-y*,
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En modelos animales en los que se indujo au-
mento de la expresién de TIMP-1 mediante terapia
génica se observé una disminucién en la formacién
de aneurismas, mientras que la transfeccion viral
del gen TIMP-2 previno el desarrollo de la intima
en ratones deficientes en apolipoproteina E¥.

Nuestro grupo ha demostrado recientemente
que un régimen antioxidante incluyendo la combi-
nacién de vitaminas C y E reducia significativa-
mente la expresion vascular de MMP-1 en el mode-
lo de hipercolesterolemia porcina méas angioplastia
(fig. 2) y mejoraba el contenido de colageno de la
placa (fig. 3). Se observo, asimismo, una disminu-
ci6én de la actividad caseinolitica sistémica depen-
diente de MMP-1#. Estos resultados sugieren un
efecto beneficioso de las vitaminas C y E en el mo-
delo porcino de aterosclerosis experimental. Te-
niendo en cuenta el papel del estrés oxidativo en la
patogenia de la aterosclerosis, la reduccién de la
peroxidacion lipidica podria ser uno de los meca-
nismos para explicar el efecto beneficioso de los
antioxidantes®®!,

Conclusiones

Existen evidencias clinicas y experimentales que
sugieren que una alteraciéon del balance entre
MMP y sus inhibidores romperia el equilibrio entre
sintesis/degradaciéon de la MEC y conduciria a la
rotura de la placa de ateroma que precede a los
sindromes clinicos vasculares oclusivos, IAM y
otros sindromes coronarios agudos e ictus isqué-
mico, principales causas de mortalidad en los pai-
ses occidentales. Existen diferencias en el balance
proteolitico vascular, tanto en relacién con el tipo
de lesion como con el lecho vascular implicado, lo
que podria ser de interés para explicar diferencias
en las caracteristicas de las placas de ateroma en
relacién con la regién anatémica afectada. Final-
mente, las MMP podrian ser dianas terapéuticas
atractivas para prevenir la desestabilizacién de la
placa y el desarrollo de complicaciones aterotrom-
béticas.
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