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RESUMEN 

La búsqueda del mRNA para TIMP-J y colagenasa, es importante para conocer los 

mecanismos de regulación de Ja matriz extraceJular. El conocimiento de los tipos celulares 

involucrados permite verificar su participación en el proceso. Un modelo animal como el 

granuloma de carragenina fue utilizado para el presente estudio. El seguimiento a los 4, 7, 

10 y J4 días después de la inyección subcutánea de carragenina, mediante hibridación i11 

si/u combinado con inmunofluorescencia, permitió identificar a los fibroblastos y a los 

macrófagos como responsables de la expresión de los mRNA de colagenasa y TIMP-1. El 

sistema utilizado para poner de manifiesto la reacción fue llevado a cabo revelando con 

Isotiocianato de floresceína-avidina y un anti-ratón marcado con rojo Texas. 

Un Northem Blot del RNA total obtenido del granuloma a los diferentes tiempos, fue 

realizado para detectar la cantidad del mensaje expresado. La sondas colagenasa y TIMP 

humano se usaron para el ensayo. La sonda de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 

sirvió como control 

Los resultados muestran que durante la fase de depósito (4 y 7 días) el mRNA para 

colagenasa intersticial y TIMP-J solamente fueron expresados por los fibroblastos como lo 

demuestra la colocalización de mRNA y vimentina. Por el contrario durante la fase de 

reabsorción (JO y J4 dias) los fibroblastos y macrófagos expresan el mRNA para 

colagenasa y TIMP-1. 

El Northern Blot reveló que los niveles de mRNA para colagenasa fueron más altos a los 

10 y 14 dias comparado con los 4 y 7 días. No se pudo observar la señal para el mRNA de 

TIMP-I bajo las condiciones del ensayo. 

Estas observaciones sugieren que durante la fase de reabsorción del granuloma, hay un 

aumento de la expresión del RNAm para colagenasa y la localización del mensajero se 

encuentra tanto en los macrófagos como en los fibroblastos., 



INTRODUCCION 

La remodelación del tejido conjuntivo que ocurre en condiciones biológicas normales tales 

como la moñogénesis, cicatrización, involución del útero postparto ó en ciertos procesos 

patológicos como artritis reumatoide, invasión tumoral, gingivitis, quemaduras de la 

cornea, ó diferentes enfermedades fibrosantes, involucra una serie de procesos complejos 

que comprenden tanto la síntesis como la degradación de diferentes macromoléculas de la 

matriz extracelular. 

En particular, la degradación involucra a un conjunto de enzimas, entre las cuales destaca 

la familia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular. 

METALOPROTEINASAS 

Características Generales 

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) son una familia de endopeptidasas 

dependientes de calcio y zinc que degradan a varios componentes de la matriz extracelular. 

Son sintetizadas y secretadas por células del tejido conjuntivo y algunas células 

hematopoyétícas y estas macromoléculas son importantes en los procesos de remodelación 

normal1 y en la destrucción acelerada de moléculas de la matriz que se observa en muchas 

enfermedades'~· 

La regulación de las metaloproteinasas está rigurosamente controlada y ocurre a varios 

niveles,< que incluyen: 

1).- La expresión selectiva de los genes de MMPs y su inducción por una variedad de 

agentes biológicamente activos tales como factores de crecimiento, citocínas, 

oncoproteinas y promotores de tumores y algunas sustancias tales como cristales de 

urato, iones metálicos y serotoninas.6, 

2).- La activación de proenzimas in vivo que involucra la remoción de un fragmento 

amino-terminal. 

3).- La inhibición de enzimas activas en el espacio extracelular dependiente de moléculas 

específicas como los ínhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs). 



A la fecha, se han identificado y secuenciado el cDNA de 9 tipos de metaloproteinasas. 
Entre ellas se encuentran dos tipos genéticos de colagenasa intersticial, dos colagenasas 
tipo IV (gelatinasas), dos estromelisinas, la matrilisina (PUMP; putative uterine 
metalloproteinase), una "estromelisina-3" y una metalo-elastasa7. (Cuadro 1). 

Cuadro l. Familia de las metaloproteinasas 

MMP Nombre Trivial Sustrato 

1 Colagenasa intersticial Colágenas ti+po I,II,lll,X, Gelatina, 
Proteoglicanos. 

8 Colagenasa de neutrófilos Colágena fibrilar, Gelatina Proteoglicanos. 

3 Estromelisina-1 Proteoglicanos; enlaces covalentes de 
Colágenas IJ, IV y IX; Colágenas X y XI; 

Colagenasa, Laminina, Gelatina, 
Procolágenas, Fibronectina y Gelatinasa 

JO Estromelisina-2 Idem Estromelisina-1 pero con menor 
actividad . 

. . 
2 . Gela.tinasa , A • Colagenasa Colágena desnaturalizada, Colágenas IV, V, 

ti¡>o_Iy de~72.Kd VII, X, y XI, Elastina . 

. ··. . .... , ..... ·•. ,-.···. ·• . 
9 . (Jelatinasa .. (B. , Colagenasa Proteoglicanos, enlaces covalentes de 

tip'ó Iv de.92 Kd colágenas ídem Colagenasa A, Colágenas 
,:';:~·'.·,;,<·~ X y XI. 

7,;"' Matrilisina (PUMP) ldem Estromelisina, Elastina. 

JI Estromelisína-3 Desconocido. 

12 Metaloelastasa Elastina y Fibronectina. 

La colagenasa intersticial (MMP·I) fue la primera en ser descubierta por Gross y 

Lapiere51 ,es la más específica de las MMPs, degrada a las colágenas intersticiales tipos I, 
11 y Ill y·produce un corte inicial en la triple hélice que resulta en fragmentos de tres 



cuartos y un cuarto de la longitud total de Ja molécula. Es producida por Ja mayoría de las 
células del tejido conectivo y leucocilos, como se puede observar en el cuadro II. 

Cuadro U. Fuentes celulares de colagenasa. 

TIPO CELULAR REFERENCIA 

Células hepáticas Kupffcr de rata Fujiwara20 (1973) 
-

Fibroblastos de piel humana .StrickJin14 (1977) .. 

Neutrófilos humanos Murphy'• (1977), Hasty" (19?0)' 
,_ 

:-.. -. 

Células tumorales Lioua22 (1983) 
-

Fibroblastos sinoviales de conejo Aggeler12 (1984) ·.-

Células endoteliales de conejo Herronll (1986) 

Células del músculo liso bovino Kishi9 (1989) 

Queratinocitos de rata y humanos Lln1• (1987}, Petersen,17 (1989} ·. 

Saarialho-Kerel• 1992 

Fibroblastos sinoviales reumatoides Okadal' (1990) 

Macrófagos alveolares CampbeJll22(1991)Shapiro,•7 (!99J) . 

Monocitos de sangre periférica Welgus>I (1992) 
.. 

Osteoblastos humanos Meikle' (1992) 

Células mesoteUales humanas Marsha1110 1993 

Odontoclastos bovinos Okamurau (1993) 

Las colagenasas tipo IV de 92 y 72 Kd degradan colágenas tipo IV,V,VII, X y pueden 
actuar sinérgicamente con la colagenasa intersticial en la degradación de gelatina de todos 
los tipos de colágena». Se ha reportado que también degradan a elastina2•. Este grupo de 
MMPs comprende a la gelatinasa-A de 72 kd (MMP-2) y a Ja gelatinasa-B de 95 kd 



{MMP-8) La.gelatinasa-A de 72 kD esta ampliamente distribuida y se encuentra elevada 

en tumores malignos, es producida por fibroblastos y células epiteliales bronquiales 

humanas transformadas por el oncogen H-ras21, lipocitos hepáticos humanos21, células 

cancerosas de la próstata20, carcinoma celular escamoso humano,>• macrófagos y 

polimorfonucleares de cobayo, conejo, ratón y humano,34 condrocitos de conejo y células 

endoteliales." La gelatinasa-B de 92 kd, es sintetizada por fibroblastos de pulmón humano 

transformado por SV-40", macrófagos alveolares de conejo, cobayo, ratón y humano'•, 

condrocitos de conejo y células endoteliales,34 fibroblastos sinoviales humanos,62·113 

monocitos humanosJ2.JJ. Por hibridación i11 si/u se ha demostrado en los eosinófilos, en 

carcinoma de células escamosasJ>.J•, en carcinoma marnarioJ7, en células de Kupffel'l•, y 

en monocitos humanosJ4,ll. 

Estromelisinas-1 {MMP-3) y estromelisina-2 (MMP-1 O) Es una familia de enzimas que 

actúa sobre varios sustratos que incluyen a los proteoglicanos y la laminina y actúan en un 

rango muy amplio de pH. Además, se ha descrito que pueden activar a la colagenasa 

intersticial y a la gelatinasa-B de 95 kdl9. 

Una MMP adicional ha sido identificada por cDNA en el estroma de cáncer mamario'° en 

trofoblastos y en fibroblastos de pulmón fetal'°. Aunque la clona fue nombrada 

estromelisina-3, la proteína no ha sido expresada y la especificidad del sustrato es 

desconocida hasta el momento••. 

La matrilisína (MMP 7, PUMP) se encuentra relacionada con la estromelisína, pero carece 

del dominio e-terminal y tiene una amplia actividad proteolítíca que incluye a la elastína, 

proteoglicanos, fibronectína y lamínína . Su producción está asociada a monocitos 

inmaduros41,<12. 

La más recientemente MMP identificada por cDNA en los macrófagos de ratón es la 

metaloelastasa (MMP-12), degrada fibronectína, caseína y a.I antitripsina4l. 

Dominios estructurales de las metaloproteinasas. 

Todas las metaloproteinasas de matriz contienen un propéptido de 77-87 aminoácidos (aa) 

que es responsable de la latencia de las proenzimas y que se pierde durante su activación. 

Este propéptido cuya secuencia PRCGV/NPD está conservada en las MMPs, contiene una 

cisteína que interactúa con el zn++ del dominio catalítico adyacente, reemplazando a la 

molécula de agua requerida para su activación.« (Fíg. 1) 



El sitio catalítico de las MMPs con 162-173 aa ha sido definido por estudios bioquímicos 
y por ingeniería de proteínas. Una corta secuencia del sitio catalítico (HEUI/FGH) 

presenta identidad con la termolisina bacteriana26. Además del Zinc del sitio catalítico, se 
han identificado un segundo zinc y un ion calcio y se les ha atribuido una función 

importante en la estabilización de la estructura terciaria de la colagenasa''. Este segundo 

Zinc se encuentra coordinado a His "' Asp'70 His"' e His"6 de una manera tetrahédrica•l. 

Exceptuando a la matrilisina, las MMPs, presentan un dominio e-terminal, que muestra 
similitud con un dominio presente en la familia de las hemopexinas que incluye a Ja 
vitronectina. En la colagenasa y estromelisina este dominio se ha identificado como el 

responsable de mediar su interacción con las fibras de colágena ... En la progelatinasa A 

(colagenasa tipo IV de 72 k.Da), se ha demostrado que el e-terminal está involucrado en la 
interacción con TIMP-2 formando un complejo no covalente, que es capaz de ser activado 

por acetato de aminofenil-mercurio {APMA). La activación no disocia al TIMP-2 en la 
enzima activa47,48,49. 

Las gelatinasas presentan además un dominio que consiste de 3 secuencias repeiillvas 
similares a las que se encuentran en las regiones de fibronectina por las cuales se une a 

gelatina. El papel preciso de este dominio no ha sido determinado'". 

Propéptido Catalítico e-Terminal 

GelatlnasaA 

V Gelat~saB 

========:~1:c========c:1 ·;;:.:;;; l ••• ~ l 
PUMP 

C-Termlnal 

Fig l. Dominios estructurales de las Mcraloprolcinasas 



Regulación de Colagenasa intersticial (MMP-1). 

De las colagenasas intersticiales la más estudiada es la de fibroblastos. Esta se sintetiza 

como una proenzima de 54 kDa, con un péptido señal de 19 aminoácidos. Los productos 

de secreción de la enzima de fibroblastos son un polipéptido de 52 kDa y otro secundario 

glicosilado de 57 kDa. Se desconoce el papel que desempeña la glicosilación, y se ha 

demostrado que no parece ser importante para la secreción de la proenzima ya que si se 

inhibe in vitro la glicosilación de la proenzima en un cultivo celular de fibroblastos no se 

inhibe su secreción al medio de cultivo•• .... 

La colagenasa de fibroblastos es secretada inmediatamente des.pués de su síntesis, de esta 

manera el incremento de esta enzima en el espacio extracelular se interpreta como un 

aumento en la síntesis y no como la secreción de la enzima almacenada. En contraste, la 

colagenasa de neutrófilos se almacena en gránulos, de donde es posteriormente liberada 

58,24. 

Biosíntesis. 

La expresión de colagenasa es modulada por una serie de moléculas diferentes, las cuales 

estimulan o inhiben, al menos i11 vi/ro, la síntesis de la enzima. Entre los factores de 

importancia fisiológica se han descrito promotores de tumores, hormonas, citocinas, 

algunos mediadores derivados del ácido araquidónico, las endotoxinas y varios factores de 

crecimiento. (Cuadro 111, IV) 

El acetato de forbol miristato (PMA) es un promotor de tumores, que estimula la 

producción de colagenasas en diferentes tipos celulares incluyendo a los fibroblastos de 

una gran variedad de tejidos!9.60.•1.1i.•2.". 

La modulación de la expresión de colagenasa por varias hormonas ha sido demostrada en 

algunos sistemas. Así, por ejemplo, en útero de rata se ha demostrado que la progesterona 

inhibe la expresión de colagenasa11<, mientras que la serotonina, por el contrario, aumenta 

los niveles de mRNA••. Por otro lado, la hormona paratiroidea {PTH) incrementa los 

niveles basales de mRNA de colagenasa intersticial en células osteoblásticas de rata•.•• y 

los glucocorticoides como la dexametasona inhiben la expresión de la colagenasa en 

fibroblastos y macrófagos alveolares•1.••.••.10. 

La estimulación de colagenasa por diferentes citocin?S ha sido reportada en varios estudios 

experimentales. Entre ellos se han reportado linfocinas derivadas de linfocitos activados, y 



monocinas de macrófagos. El factor de necrosis tumoral-a (TNFa), molécula derivada de 

linfocitos T, incrementa Ja producción de colagenasa en fibroblastos coriónicos, sinoviales 
y dérmicos humanos y también aumenta la expresión en los condrocitos71,72,7J,74,7l,7'. La 

Jeucorregulina induce Ja expresión de colagenasa .en Jos fibroblastos humanos77. La 

interleucina-1 favorece Ja síntesis de colagenasa en varios tipos celulares del tejido 

conectivo las cuales incluyen células sinoviales reumatoides, condrocitos, fibroblastos de 

diversos orígenes y células coriónicas7B.70.••·"·" La interleucina-4 inhibe Ja expresión de 
colagenasa en Jos monocitos humanos". 

Varios factores de crecimiento que regulan Ja proliferación celular modulan Ja síntesis de 

procolagenasa. Entre ellos, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), estimula Ja 
transcripción de colagenasa en Jos fibroblastos de pielBJ.70, y en Jos queratinocitos de 

rata••. En contraste, el factor de crecimiento transformante-Jl (TGF-Jl) disminuye Ja 

expresión de procolagenasa en fibroblastos gingivales humanos"·"· El factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) estimula Ja expresión de colagenasa en Jos 
fibroblastos de piel humanaB7. En los fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis 

reumatoide estimulados con PDGF se induce la expresión de colagenasaBB. 

El factor estimulador de colagenasa derivado de células tumorales (TCSF) se encuentra 

presente en Ja superficie de varios tipos de células neoplásicas y se ha demostrado que 
aumenta la expresión de colagenasa en fibroblastos de colon, pulmón fetal y en Jos 

fibroblastos de piel human•"·'°· 

Por otro lado, existen evidencias que sugieren que las prostaglandinas (PGE) participan en 

Ja modulación de Ja expresión de colagenasa. Asi por ejemplo, Ja PGE 1 reduce el mRNA 

de la colagenasa de manera dosis dependiente y de una forma análoga a como Jo realizan 

los inductores de AMPc91. La PGE,. en cambio, incrementa la síntesis de colagenasa en 

células de osteosarcoman. 

Se han descrito otras sustancias o moléculas que intervienen en Ja modulación de Ja 

colagenasa, entre ellas se encuentran Jos cristales de fosfato de calcio (BCP), que es un 
factor de crecimiento que estimula Ja mitosis de Jos fibroblastos y actúa como un factor 

similar al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). El BCP induce Ja síntesis 

de colagenasa en Jos fibroblastos sinoviales"J. Los retinoides causan u~a disminución en la 

secreción de colagenasa en Jos fibroblastos". 



Cuadro ID. Factores que estimulan la expresion de colagenasa en diversos 

tipos celulares. 

INDUCTOR CULTIVO GELULAR REFERENCIAS 

Esteres de forbol Fibroblaslos sinoviales de BrinckerhoflllO , 
coneio Al!l?eler12 

Cristales de urato monosódico Fibroblastos sinoviales de Brinckerhoff'" 
coneio 

Prosta1dandina E, Osteosarcoma de rata PatridRe'2 

Serotonina Células de músculo liso de Wi!cox 6' 

útero de rata 

Paratiroidea Osteoblastos de rata Quinn66 

Interleucina-1 Células sinoviales, Dayer7• , Lefebvre•0, 
condrocitos humanos y Lyons84 

aueratinocitos de rata 

Leucorre¡¡ulina Fibroblastos de piel humana Mauviel77 

lnterferon a ll v Y Fibroblastos de piel humana Duncanl•I 

Factor de necrosis tumoral a Fibroblastos coriónicos y lto7• , Mitchell 12 

ITNF--0:) démiicos humanos 

Cristales de fosfato de calcio Fibroblastos de piel humana McCarthv" 

Factor de crecimiento Fibroblastos de piel humana Delany70, Colige83 

eniderrnal <EGF) 

Factor de crecimiento derivado Fibroblastos de piel humana Bauer87, Hiraoka 88 

de nlaouetas <PDGF) y sinoviales reumatoides 

Factor de crecimiento de Fibroblastos de piel humana Edwards" 
fibroblastos (bFGF) 

Factor estimulador de Fibroblastos de piel humana Prescott89 
' colagenasa derivado de células yde colon Kataoka'° 

tumorales 

Leucotrieno C-4 Fibroblastos de pulmón Medina L.184 

10 
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Cuadro IV. Inhibidores de la expresión de colagenasa en diferentes tipos celulares. 

AGENTE CULTIVO CELULAR REFERENCIA 

Progesterona Utero de rata, tibroblastos Koob•4 
cervicales 

Dexametasona Macrófagos alveolares Shapiro•1 
fibroblastos de oiel Clark68 

lnterleucina-4 Monocitos humanos CorcoranBl 

Factor de crecimiento Fibroblastos de pulmón fetal y OveraJJSS 
transformante-13 (TGF-f3) gingivales humanos 

Retinoides Fibroblastos de piel humana Clark6' 

Prosta!llandina E-1 Fibroblastos sinoviales Salvatori91 

Estudios recientes han demostrado que el gen de Ja colagenasa es regulado a nivel 
transcripcional por diferentes oncogenes (Ras, mos, src, jun y fos) que codifican para 
factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, y proteínas involucradas en 
las seaales de transducción. La activación puede ser inhibida por la banda sin sentido de e­

/os sugiriendo que la oncoprotelna nuclear e-Jos es esencial para la activación 
transcripcional del gen de la colagenasa en fibroblastos murinos transformadoS'l4. 

Esta respuesta es mediada a través de los elementos TRE (Tumor promoter-responsive). 
El TRE se une al factor de transcripción AP· 1 compuesto de dímeros de proteínas 
codificadas por las familias de oncogenes fos y jun. De hecho, todos Jos estimuladores de 
la expresión génica de colagenasa, por ejemplo los esteres de forbol (TPA), interleucína-1, 
factor de necrósis tumoral-a ó leucoregulina inducen la expresión de oncogenes de la 
familia jun y fos•<.•s.96. 

Algunas evidencias experimentales que apoyan este concepto son las siguientes: Clohisy y 
col. en 199297 demuestran que la PTH induce la expresión de los genes fos y jun en células 
osteoblásticas y que a su vez estimula a la colagenasa. Trabandt y col. en 1992••~• 

demuestran que los protooncogenes e-Jos y el gen de respuesta temprana (egr-/) se 
encuentran involucrados en la regulación transcripcional de la colagenasa en los 
fibroblastos gingivales y sinoviales obtenidos de pacientes con periodontitis crónica y 
artritis reumatoide. Brenner y col. en 1989100 demuestran que el TNF-a aumenta la 
expresión de los genes c-jun, y el de la colagenasa. 
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Otro factor de transcripción, el PEA3 también se une al promotor de colagenasa y actúa 
sinérgicamente con AP-1 permitiendo la máxima expresión de la colagenasa inducida por 
TPA y por las oncoproteinas no nucleares como v-src, Py-mt, Ha-ras, v-raf, y v-mosos. 

El ácido retinoico inhibe la síntesis de colagenasa inducida por TPA, disminuyendo los 
niveles del mRNA de colagenasa sin afectar su vida media, lo cual indica que estos 
compuestos actúan a nivel de la transcripción. El ácido retinoico disminuye las 
oncoprotelnasfos yju11 y la unión de éstas al sitio AP-1101. 

Activación. 

La activación de la proenzima desempeña un papel muy importante en la regulación de la 
actividad colagenolítica«.10>. En la procolagenasa de fibroblastos de piel humana la 
activación proteolitica con plasmina resulta en la remoción de 81 aminoácidos de la 
porción amino terminal de la proenzima, y de un rompimiento adicional por la 
estromelisina activa de aproximadamente 1 S aminoácidos en la región carboxitenninal de 
la enzimaJ02. (Fig-2) 

Aclivaclón 
~anscripclonal 
AP-1/PEA-3 

Plaamlnógono 

U>oolnaa• ~.. PIHmlna 

~···-- fco,1a

0

omo

0

n

1

o

1

,o

10

o

0

) 
Procofagonaaa 

l ~ 
Col•gegenasa 

lotalmanlo activa 

Fig l. Activación de colagcnasa por plasmina. 

El tratamiento de la enzima con compuestos organomercuriales, tal como aminofenil 
mercurio acetato (APMA). activa a la procolagenasa, produciendo una enzima activa de 
42 kd, por la remoción de los 81 aminoácidos de la porción amino terminal mediante un 
proceso autoproteolíticoJOJ.10•. Se ha reportado que la colagenasa de fibroblastos humana 
es activada sin cambios en el peso molecular de la enzima, por dodecil sulfato de sodio 
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(SOS). También, algunos agentes caotrópicos cómo el sulfocianuro de sodio, compuestos 

disulfuro como el glutatión oxidado, agentes alquilantes del grupo sullhídrilo como la N­

etil maleimida y agentes oxidantes como el hipoclóríto de sodio, han sido utilizados para la 

activación de la enzima«.102. 

Algunas de las enzimas que pudieran ser responsables de la activación i11 vivo de la 

procolagenasa, incluyen a la estromelisina, actívador del plasminógeno, plasmína, 

calicreina tríptasa y catepsína BJOS.l9,106,I07. 

Con respecto a la colagenasa de neutrófilos, la enzima puede ser activada por reacciones 

con glutatión o por oxidación catalizada por míeloperoxidasarn•.10•. 

La activación de la colagenasa de fibroblastos humano, involucra la disociación de Cys73 

del átomo de Zinc y su remplazamiento por agua, con la concomitante exposición del sitio 

activo44. 

Inhibición de las metnloproteinasas. 

La interacción de las metaloproteinasas con inhibidores especificas, desempeña un papel 

import_ante en la regulación de la proteólisis de la matriz extracelular. Diferentes tipos de 

ínhíbidores han sido reportados, entre los cuales destacan la n-2 macroglobulina (cx-2M), y 

una familia de proteinas presentes en los tejidos y que se conocen como inhibidores 

tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). 

La cx-2 macroglobulina es una proteína del suero con un peso molecular de 720.000. El 

mecanismo de inhibición por cx-2 M involucra la hidrólisis por la proteinasa de un sitio 

específico en una de las cuatro cadenas polipéptidícas de la n-2 M, con la consiguiente 

unión de la enzima con la cx-2 M. La cx-2 M se une a la colagenasa activa y no a la 

procolagenasa. Se ha señalado que el peso molecular de este inhibidor dificulta su salida 

de la circulación y en consecuencia limita su acción en la regulación de la matriz 

extracel ularl9. 

lnhibidorcs tisulares de metaloproteínasas (TIMPs). 

A la fecha, se han clonado, secuenciado y caracterizado bioquimicamente 3 de estos 

inhibidores, a los que se ha denominado TIMP-1, TIMP-2, y TIMP-3, nombrados de 

acuerdo a su descubrimiento. La secuencia de 8 TIMP de diferentes organismos reportan 

una estructura secundaria altamente conservada, caracterizada por los 6 puentes 
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disulfuro10J,110~1.111,4B, Las proteínas son resistentes a la inactivación por calor ó pH 

ácidos, pero no a la reducción de los disulfuro. La molécula del TIMP presenta dos 

dominios importantes, el amino terminal que posee la actividad inhibitoria de las 

metaloproteinasas, y el carboxi terminal que forma complejos con las progelatinasns. 194 La 

región más conservada son los primeros 22 aminoácidos del amino terminal, (después del 

péptido señal) en donde 16 de los mismos son idénticos en las 8 proteínas reportadas. esla 

región conliene el sitio activo,(His7 y Gly') importante para la interacción con el Zn del 

sitio activo de las metaloproteinasas.1" 

El TIMP-1 es una glucoproleína básica de 28.5 kDaloJ, 112.llJ,114,11l.11•.111.11•,11•.10. Es una 

proteína que se acumula en Jos fluidos tisulares, plasma, y fluido amniótico120. Es 

producida in vitro e in vivo por muchas células incluyendo fibroblastos, células sinoviales, 
endoteliales, tumorales, mesoteliales, macrófagos, y células hepáticass.1oi.121.10.122,10<.12l, Su 

estructura primaria ha sido elucidada, y se ha demostrado que contiene 184 aminoácidos, 

dos sitios de unión a carbohidratos, 12 residuos de cisteina, y 6 puentes disulfuro que le 

confieren una marcada estabilidad a cambios de pl-1 y temperatura11<.1oi.124, El TIMP es 

estable en pH ácido, es sensible a agentes reductores y por lo tanto es inactivado por 

reducción y alquilación•. 

El TIMP-1 interactúa de forma no covalente con las MMPs activas como la colagenasa 

intersticial y estromelisina. Forma un complejo con la progelatinasa-B de 92 kDa 

(procolagenasa tipo IV). 196 Por otro lado, no inhibe a la colagenasa bacteriana ni a la 

termolisina. 

Además de su función inhibidora de MMPs, el TIMP-1 posee actividad de factor de 

crecimiento la cual es idéntica a la actividad potencializadora de la eritropoyesis12l.l26, Se 

ha señalado que el TIMP-1 tiene una actividad promotora del crecimiento para un amplio 
rango de células y se le propone como un nuevo factor de crecimiento o de proliferación 
celular127,12B,129. 

La transcripción del gen de Tll\1P-1 es inducida por factores de crecimiento, citocinas, 

virus, ésteres de forbol, y suero. (Cuadros V, VI) Entre los factores de crecimiento se 

encuentran: el EGF y el TGF-J3 que inducen la expresión del TIMP-J8l.IJ0,1J1,1J2, El TNF­

a suprime la producción de TIMP en células coriónicas m. 

Entre las citocinas se encuentra la interleucina-6 sobre la cual existen reportes 

contradictorios ya que mientras Lotz y col. en 199 J 134 Sato y col.1JS dicen que aumenta la 



15 

expresión de TIMP-1 en condrocitos y fibroblaslos humanos, Emmonard y col. 199213• 

sostienen que no tiene ningún efeclo. La oncoslatina-M (OM), citocina derivada de 

monocitos y linfocitos, el factor inhibidor de leucemias (LIF) y la interleucina-Icx 

aumentan la expresión de TIMP en los fibroblastos de pulmón y en las células 

sinovialesm. Por otro lado Mac Naul y col. 1990138 señalan que la inlerleucina-1 no afecta 

la expresión de TIMP-1. 

El ester de forbol y la hormona Juteinizante (TPA y LH) aumentan los niveles de TIMP-1 

en las células de la granulosa de rata"'. El ácido rctinoico eslimula la secreción de TIMP 

en células sinoviales140 

Cuadro V. Sustancias que estimulan la expresión de TIMP en diferentes tipos 

celulares. 

INDUCTORES CULTIVO CELULAR REFERENCIAS 

Factor de crecimiento Fibroblastos de pulmón fetal, piel Edwards86, 

epidermal (EGF) Colige" 

Factor de crecimiento Fibroblastos gingivales sinoviales Overall8'. 
transfonnante jl (TGF-jl) y de piel humanos Wright"º 

lnterleucina-6 Fibroblastos de piel y cervicales, Kordula118 , 
hepatocitos fibroblastos sinoviales Sodek130 , 
y endoteliales humanos Shingum, 

Lotz134, Sato m 

lnterleucina-1 Fibroblastos cervicales y de piel, !to, 71 Lefebvre80 
condrocitos de conejo 

Factor inhibidor de Hepatocitos de rata Richardsl37 
leucemias (LIF) 

Esteres de forbol Células de la granulosa Mano IJ9 

Hormona luteinizante Células de la granulosa Mannll9, 
Richardst37 

Retinoides Fibroblastos de piel y sinoviales Clark68, 

humanos Wrighti•o 

Factor de necrosis tumoral a Fibroblastos cervicales y Ito71 
(TNF-a) coriónicos 
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Los estudios de transcripción han demostrado que la inducción de la expresión del TIMP-
1 ocurre a nivel Jranscripcional. Los experimentos de transfección temporal del promotor 
del gen TIMP-1 murino, han revelado secuencias sensibles a Jos ésteres de forbol y al 
suero1<1,1J1 Jos cuáles se encuentran hacía el 5' del sílio de inicio de Ja transcripción y son 
los sitios de unión para el factor de transcripción API (Fos/J1111) y PEAl, un miembro de Ja 
familia de Jos proto-oncogen c-els. Estos también se encuentran en los promotores del gen 
de la colagenasa y de Ja estromelisina, sugiriendo una base molecular para la expresión 

coordinada de las MMPs/TIMP·I. El AP-1 y el PEAl son factores involucrados en Ja 
regulación de Ja transcripción de TIMP· l 141,142.14J,144, 

Cuadro VI. Sustancias que inhiben Ja expresión de TIMP en diferentes tipos 
celulares 

AGENTE TIPO CELULAR REFERENCIA 

Factor de necrosis tumoral-ex Fibroblastos cervicales y Ito" , Shingu, 182 

(TNF-a) sinoviales So"' 

lnterleucina-6 Fíbroblastos de piel humana Emmonard"6 

Interleucina-l Endoteliales MacNaul, 138 

Shin¡mm 

Dexametasona Macrófagos alveolares Shapiro67 

TIMP-2. Es una proteína no glucosilada de menor peso molecular que TIMP-l (21 kDa ). 
Comparte el 40 % de similitud con TIMP-1 y conserva los seis puentes disulfuro. 

Goldberg y cofll han demostrado que este inhibidor interactúa preferentemente con la 
progelatinasa de 72 kDa (procolagenasa tipo IV). El TJMP-2 es expresado por células 
cancerosas, mesenquimatosas y neurales; además se ha encontrado en el fluido sinovial 
formando un complejo con Ja progelatinasa Al4S.146,116,147,14•. 

El TIMP-2 es secretado por macrófagos alveolares en forma libre sin formar ningún tipo 
de complejoo 

Se ha demostrado que el TlMP-2 al igual que TJMP-l es una molécula bifuncional ya que 
presenta actividad inhibitoria y de factor de crecimiento149,llo. 

El TIMP-2 de ratón presenta 96% de identidad con el TIMP-2 humano lo que sugiere que 
se trata de una molécula altamente conservadau1. 
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Es inleresanle señalar que el TIMP-1 fonna un complejo con la progelatinasa B 

(colagenasa tipo IV de 92 kDa) y que el TIMP-2 lo fonna con la progelatinasa A ( 

colagenasa tipo IV de 72 kDa). La función regulatoria de estos complejos se 

desconocem.m. 

TIMP-3, es una proteina de 21 kDa, se le conoce como Chimp 3 (Ckiken inhibitor 

metalloproreinascs), ha sido descrito en pollos. En los cultivos de fibroblastos 

transfonnados de pollo embrionario, el TIMP-3 favorece la liberación de las células de la 

matriz extracelular, promueve la proliferación de células no transfonnadas y la alteración 

fenotlpica de las célulasll•.ts'. Recientemente, Silbiger y col. han logrado secuenciar el 

TIMP-3 en lineas celulares humanas"'. 

Granuloma experimental inducido por carragenlna. 

La secuencia de los mecanismos responsables de la regulación de la colagenasa tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas, no se conoce con precisión. Para su estudio y 

comprensión se han desarrollado numerosos modelos experimentales, uno de los cuáles lo 

constituye el granuloma inducido por carragenina en cobayos. Diversos estudios han 

demostrado que la inyección subcutánea de este polisacárido sulfatado resulta en una 

respuesta inflamatoria de predominio mononuclear, seguida de proliferación de 

fibroblastos y depósito exagerado de matriz extracelular. El granuloma, que puede 

alcanzar hasta 15 g de peso húmedo, es completamente reversible en 3 a 4 semanas. 

El depósito de colágena que ocurre en la mayoria de las enfermedades fibrosantes es un 

proceso generalmente progresivo e irreversible a diferencia del granuloma que es un 

proceso reversible, hace de éste modelo un sistema ideal para analizar los mecanismos que 

operan en el control del metabolismo de la matriz extracelular. 

Pardo y colsm.m.111.17•,. han desarrollado diversos estudios para explorar los eventos 

responsables del depósito y reabsorción de colágena en este modelo experimental. De 

manera relevante para el desarrollo de este proyecto, conviene destacar la demostración de 

que la colagenasa intersticial, única enzima capaz de degradar a la colágena tipo 1 en 

estado nativo, se encuentra en el tejido desde el tercer día después de la inyección de 

carragenina y está presente durante toda la evolución del granuloma. m.m,171 Sin 

embargo, mientras parte de la actividad colagenolítica está inhibida durante los primeros 

10 días, la enzima está completamente activa en la etapas que acompañan a la reabsorción 

del granuloma.171 Asimismo, el análisis de la actividad inhibitoria de colagenasa en el 
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mismo granuloma demostró que ésta se encuentra presente durante toda Ja evolución del 

mismo, aunque existe un aumento significativo de TIMP libre en la fase de acumulación de 

colágena. 178 

Las células involucradas en la expresión y slntesis de colagenasa y TIMP durante la 

evolución de este modelo experimental, se desconocen. En este contexto, el objetivo de 

este trabajo fue: 

Analizar la expresión y localización celular del mRNA de 

la colagenasa intersticial y del TIMP-1 durante el 

desarrollo del granuloma inducido por carragenina en 

cobayos. 
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MATERIALES Y METODOS 

MODELO EXPERIMENTAL 

Cobayos de ambos sexos, con un peso promedio de 500 g, se inyectaron subcutáneamente 
en la región abdominal con 5 ml. de una solución estéril de carragenina (Viscarin, Marine 
colloids Inc Springfields New Jersey) al 1 % en NaCI 0.15 M de acuerdo al procedimiento 
descrito por Pardo y Pérez Tamayom. Grupos de tres animales se sacrificaron, bajo 
anestesia, por exsanguinación cardiaca a Jos 4, 7, 10 y 14 días después de Ja inyección de 

carragenina. 

Preparación de los tejidos para hibridación in situ 

Fijación de los tejidos 

1.- Los granulomas se extrajeron y se cortaron en secciones de 0.5 a 1 cm de 
espesor. 

2.- Se fijaron en para-formaldehido al 4 % en amortiguador de fosfatos 0.16 

M pH 7.2 en NaCI 0.15M (PBS) por dos horas 

3.- Se lavaron con glicina 0.2 M en PBS tres veces . 

4.- Se dejaron en PBS para su posterior dehidratacíón e inclusión en 
parafinall9. 

Tratamiento de laminíllas 

1.- Laminíllas libres de grasa se sumergieron en una solución acuosa de 
gelatina al 0.1 % y sulfato de cromo y potasio 0.01 % durante un minuto 

2.- Se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 h antes de ser usadas160. 

Inclusión del teiido en parafina. 

Se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por Guelin1•>. 
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1.- El tejido ya lijado se deshidrató en alcohol a diferentes concentraciones; 
70, 80, 96 y 100% por una h cada uno. 

2.- Se colocó en una mezcla de alcohol-xilol 50-50 o/o 1 h. 

3.- Se puso en xilol por 2 h. 

4.- Se sumergieron los tejidos en parafina a 60ºC por 2h . 

5.- Se conaron secciones de 5 µm con microtomo, y se colocaron en un baño 
Maria a 60ºC con gelatina al 0.1 o/o, 

6.- Se quitó la parafina en la estufa a 60°C durante una hora. 

7.- Se hidrataron con xilol-alcohol y xilol por 10 min cada uno y se pasaron 
por un baño de alcohol al 100 o/o y un baño de alcohol al 96%. 

Sondas moleculares. 

Las sondas usadas en el presente trabajo fueron: 

1.- cDNA de procolagenasa humana. 

2.- TIMP humano. 

3.- TIMP de ratón. (Proporcionado por Edwards"• D. Cancer Research 
Laboratory, University Western Ontario Cenada). Es un cDNA. de 0.9 kb, 
que se encuentra incorporado en el plásmido pBR322. El sitio de inserción 

es BarnIB y Pvull, resistente a ampicilina. 

4.- Gliceraldehfdo 3-fosfato deshidrogenasa (GADP). 

Las sondas fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC). 

La clona TIMP-3 .9X contiene el inserto de inhibidor tisular de metaloproteinasas 

humanos, tiene un tamaño de 3.9 Kb, la clona total es de 6.7 Kb, es de origen genómico, 
se encuentra en el plamido pTZ, el sitio de inserción es Xbal y es resistente a ampicilinal97, 
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La clona pCllasel contiene el inserto de colagenasa humana inducido por TP A, tiene un 

tamaño 2.054 Kb, la clona total es de 5.1 Kb, se encuentra en el plásmido pSP64, sitio de 

inserción Pstl, se recupera con HindUI + Smal, es resistente a ampicilina 198• 

La clona pHcGAP contiene gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa humano, (GAPD) 

tiene un tamaño de 1.2 Kb, la clona total es de 5.6 kb, es un cDNA, el inserto termina en 

una cola de GC, se encuentra en el plásmido pBR322, se recupera con Pstl, resistente a 

tetraciclina 

La clona 16C8 contiene un inhibidor tisular de metaloproteinasa, fue aislada de una librería 

de fibroblastos embrionarios de ratón, tiene un tamaño de 0.9 kb, es un cDNA, el inserto 

presenta una cola de GC, se encuentra en el plásmido pBR322, se recupera con 

BamHl+Pvull, es resistente a ampicilina. •2• 

Con objeto de amplificar las sondas se hicieron los siguientes procedimientos. 

Transformación genética. 

La transformación genética de Escherichia . co/i. se realizó usando el método de CaCl2' 

reportado por Hanahah1•2 

1.- Se utilizó la cepa SF 8 de Escherichia co/i (proporcionada por el Dr. 

Femando Montiel de la Facultad de Química de la UNAM). Se sembró en 

medio de Luria (triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %, cloruro de 

sodio 1 %, agar 1.2 % , pH 7.4), sin antibiótico. 

2.- Se incubó a 37ºC durante 24 h. 

3.- Una colonia del cultivo anterior se inoculó a 3 mi. de caldo Luria sin 

antibiótico (en un tubo de centrifuga) y se incubó a 37º C toda la noche. 

4.- Al término se hizo una dilución 1 :SO en caldo de luria y se incubó a 37 ºC 

con agitación vigorosa. 

5.- Se crecieron las células a una concentración de 5 X 107 a 1 X 108 

células/mi (equivalente a una absorbancia a 600 nm de 0.55 - 0.6.), la cual 
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se alcanzó en aproximadamente tres horas después de iniciada la 

incubación. 

6.- Las células se transfirieron a tubos de centrifuga de 50 mi, se enfriaron a 

OºC y se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 O min a 4 ºC . 

7.- La pastilla se recuperó en la mitad del volumen del cultivo original con 

CaCl2 50 mM frio, se colocó sobre hielo 5 min y se centrifugó a 3000 rpm 

1 O min a 4 ºC. Obteniéndose las células competentes. 

8.- Se recuperó la pastilla en 1/15 del volumen original de CaCl2 50 mM y se 

dejó en hielo 1 O min. 

9.- Las células competentes (0.2 mi) se colocaron en un eppendorf y se les 

adicionó 1 µg del DNA a amplificar (sondas moleculares) disuelto en 0.1 

mJ Tris 1 O mM pH 7.5 dejándose incubar en hielo por 25 min. 

IO.-Posteriormente se aplicó un choque térmico a 37ºC por 2 min (ó a 42°C), 

las células se dejaron a temperatura ambiente 1 O min. 

11.-Las células transformadas se colocaron en tubos de centrifuga con ·3 mJ de 

caldo Luria sin antibiótico y se incubaron 1 ha 37ºC sin agitación. 

12.-Se centrifugaron a 3000 rpm 10 mina temperatura ambiente. 

13.-Se resuspendió la pastilla con 0.1 mJ del liquido residual. 

14.-Las células se transfirieron a cajas selectivas apropiadas (ampicilina 6 

tetraciclina según el caso), encontrándose las colonias resistentes a las 24h. 

El medio de cultivo selectivo se preparó adicionando 20 mg por cada litro de medio del 

antibiótico deseado. Usualmente el antibiótico se prepara en una solución stock a una 

concentración de 50 mg del antibiótico por mi de agua (5 mg/ml de etanol en el caso de 

tetraciclina). se esteriliza por filtración (0.22 µm) y se guarda a -20ºC hasta su uso. 

Las células competentes se conservaron en glicerol estéril a una concentración final de 

15% mezclándolas suavemente y congelando inmediatamente en un baño de hielo seco­

etanol para su almacenamiento a -70ºC. 
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Amplificación del DNA plasmídico. 

Protocolo basado en el procedimiento de Bimboin y D0Jy16J 

1.- Escherichia .coli transformada se cultivó durante toda Ja noche a 37ºC en 

500 ml de medio Luria con ampicilina en agitación intensa (250rpm). 

2.- Las células se cosecharon las células por centrifugación a 4000 x g 15 min 

.a4ºC. 

3.- La pastilla se resuspendió en 10 mi de una solución de lisis (glucosa 50 

mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM) conteniendo 5 mg/ml de 

Jisozima. 

4.- El cultivo asi tratado se transfirió a tubos de centrifuga y se incubó a 

temperatura ambiente por 5 min. 

5.- Se agregaron 20 ml de una solución recién preparada de NaOH 0.2 N, 

SOS 1% Se mezcló por inversión 5 a 6 veces (solución clara y viscosa) se 

colocó en hielo durante 1 O min. 

6.- Se adicionaron 15 mi de acetato de potasio 5 M frio pH 5 y se mezcló por 

inversión dejando en hielo por 5 min más al cabo de Jos cuales se 

centrifugó a 13000 x g durante 20 min a 4ºC. 

Purificación del DNA plasmídico. 

1.- El sobrenadante obtenido en la etapa anterior se transfirió a dos tubos 

corex y fueron adicionados 0.6 volúmenes de isopropanol, se mezclaron y 

se dejaron a temperatura ambiente por 15 min. 

2.- Se centrifugó a 13000 x g durante 30 min a temperatura ambiente. 

3.- La pastilla se lavó con etanol al 70 % y se resuspendió con 1 mi de buffer 

Tris-EDTA (TE). 

4.- Se adicionó RNAasa (20 µg/ml) y se incubó por 2 h a 3 7 ºC. 

5.- Se agregó un volumen igual de fenol equilibrado con Tris O. 1 M y un 

volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamílico (49: 1), se 
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mezcló por inversión y se centrifugó en una microcentrifuga a alta 

velocidad. 

6 - El DNA plasmidico se colectó en la fase acuosa (superior) y la fase 

orgánica se reextrajo con 0.5 volúmenes de Tris 0.1 M pH 7.4. 

7.- A la fase acuosa se le adicionó 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M 

pH 7.5 y 2.5 volúmenes de etanol frío y se dejó a-20ºC.por dos horas 

8.- Se centrifugó ·a 11000 x g y se recuperó la pastilla con 1.6 mi. de agua 

desionizada estéril, agregando 400 µI de NaCI 4 M y 2 mi de polietilen 

glicol al 13 %. Se mezcló y se incubó sobre hielo por una hora. 

9.- Se centrifugó a 10000 x g durante JO min a 4°C y la pastilla fue 

resuspendida en agua desionizada estéril, se guardó en congelación hasta 

su uso. 

Purificación de los Insertos (Sondas Moleculares) 

Protocolo basado en el procedimiento de Girvitz et al •••. 

Digestión enzimática. 

1.- 1 µI del plásmido que contiene a TIMP de ratón fue digerido con 1 µI 

Pvull (Gibco) y 1 µI de buffer de mediana concentración de sales (NaCI 

60mM, Tris-HCI 50 mM, MgCI 7 mM) por 1 ha 37 ºC. Posterionnente se 

le adicionó 1.0 µI de BamHI y buffer de alta concentración de sales (100 

mM NaCI, 20mM Tris-HCL, 7 mM Mg CI) por 1 hora a 37 ºC. 

2.- 1 µI del plásmido que contiene procolagenasa tipo I se digirió con 1 µI de 

Xma + HindIII con buffer alta concentración de sales. 

3.- 1 µJ del plásmido que contiene GAPD se digirió con un µI de Pst y Xba 

con buffer de mediana concentración de sales por 1 ha 37 ºC. 

4.- 1 µI del plásmido que contiene TIMP humano fue digerido con 1 µJ de 

Xbal con buffer de mediana concentración de sales durante 1 ha 37°C 
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Al finalizar el tiempo de incubación de cada uno de los plásmidos, fueron 

independientemente adicionados con el buffer de carga (37% sacarosa, 50mM de EDTA, 

0.01% SOS y 0.1% de azul de bromofenol) 

Electroforesis en geles de agarosa. 

1.- El DNA digerido se separó por electroforesis en geles de agarosa al 1 % 

que contienen bromuro de etidio 0.5 µg /mi. 

3.- La banda de interés se localizó con la ayuda de una lámpara de luz 

ultravioleta de onda corta y con un bisturí se hizo una incisión por debajo 

de dicha banda. 

4.- Se colocó en la incisión una membrana de DEAE-Celulosa (Whatman DE 

81) previamente tratada con NaCI 2.S M. y se aplicó un voltaje de 100 V 

(de 3-S min) 

5.- La electroforesis se continuó hasta que la banda se transfirió a la 

membrana 

6.- La membrana se colocó en un tubo eppendorf, se adicionó 200 µI de NaCI 

I.5M en TE pH 7.5 y se dejó toda la noche a 4°C. 

7.- El DNA se recuperó mediante un pulso de centrifuga de 45 seg para su 

elución y posterior extracción con un volumen de fenal-cloroformo y otro 
de cloroformo/isoamilico (49: 1) 

8.- Se centrifugó 1 O min en una micro centrifuga y se recuperó la fase acuosa 

precipitándola con 1 ml de etanol frío. 

9.- La pastilla se recuperó con 10 µI de TE corriéndose en un gel de agarosa 

para verificar la presencia del inserto purificado. 
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Marcado de las Sondas. 

A.- Con radiactividad. 

Para realizar el Northem Blot se utilizó la sonda marcada con a-"P-dCTP, por la técnica 

de Random Primer descrita por Feinberg Volgeistenl•S y bajo las condiciones 

recomendadas por el fabricante (Dupont, Research Products ) empleando un kit comercial. 

1.- En un tubo eppendorf se agregaron 2 µI del DNA a marcar (200 ng) y 10 

µI de TE, y se colocaron en un baño María a ebullición por 5 min. 

2.- Se colocó inmediatamente en hielo y se le adicionaron 6 µI del buffer RPE 

5X (Random Primer Extensión buffer), 6 µI de la mezcla de 

desoxinucleótidos trifosfatados (5X), 5 mi de a-32P- dCTP.(Actividad 

específica 6000 Ci/mmol) 

3.- La reacción se inició por la adición de l µI de fragmento Klenow de la 

ADN polimerasa, la mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 3 

hrs. 

4.- La reacción se detuvo por la adición de 2 µI de EDTA 0.5 M. 

5.- La precipitación del ADN marcado se logró por la adición de 10 µI de 

ADN acarreador (ADN de esperma de salmón 5 mg/ml), 5 µI de Acetato 

de sodio 3 M pH 7.5, y 125 µI de etanol frío, dejándose reposar 5 mina 

temperatura ambiente. 

6.- Se centrifugó 1 O min en una microcentrifuga. 

7.- Con la ayuda de una micropipeta se descartó cuidadosamente el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 200 µI de TE . 

8.- Para calcular la actividad específica alcanzada, se colocó un µI de la sonda 

marcada con a-32P-dCTP en un eppendorff de 0.5 mi.y se introdujo en un 

vial de centelleo seco y se determinó por exposición de la muestra a un 

aparato de centelleo por un min. 
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B.- Con biotina para hibridación;,, si/u. 

Para efectuar la técnica de hibridación i11 si/u, Ja sonda (TIMP y colagenasa) fue marcada 

por Ja técnica de Nick Translation166 siguiendo las instrucciones del proveedor (Enza 

Biochemical) en Ja presencia de Bio-16-dUTP, (análogo biotinado del TTP). La reacción 

fue detenida cuando fragmentos de 200 bp fueron detectados por electroforesis en un gel 

de agarosa al 1 %. La sonda fue purificada a través de sephadex G-50 y guardada a -20ºC 

hasta su uso. 

1.- En un eppendorf se colocaron 5 µI de plásmido (1 µg de DNA total). 

2.- Se marcaron con 1 O µJ de solución de desoxinucleótidos (A-4 = dATP 0.2 

mM, dCTP 0.2 rnM dGTP 0.2 mM, tris-HCI 500 mM pH 7.8, MgCI 50 

rnM y 2-mercaptoetanol 100 mM). 

3.- Continuando con JO µJ de DNA polimerasa (DNA polimerasa 0.4 U/ml, 

DNAasa 1 40 pg/ml, Tris-HCL 50 mM pH 7.5, Acetato de magnesio 5 

mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, PMSF O. 1 mM y 100 µg/ml de albúmina 

sérica bovina libre de DNAasa). 

4.- Finalizando con la adición 2 µJ de Bio-16-dUTP (0.3 mM en 50 mM Tris­

HCI, pH 7.5 ). y 23 µJ de agua destilada y dejando 30 mina 37°C. 

6.- La reacción fue detenida con 3 µI de EDTA 300 mM, pH 8.0. 

Detección de la Sonda Biotinilada. 

Con el objeto de verificar la incorporación de nucleótidos biotinados en las diferentes 

sondas moleculares usadas, se llevó a cabo Ja detección de estas Juego de adherirlas a 

filtros de nitrocelulosa por la técnica de Dot Blotl67 

1.- Se colocaron JO µI de las diferentes diluciones de Ja sonda biotinada en 

filtros de papel de nitrocelulosa poniéndolas a 80°C por 2 h. 

2.- Después de la ftiación, Jos filtros fueron colocados en una solución de 

prehibridación conteniendo; albúmina sérica bovina al 1 % (BSA) y 

formamida al 50 % . 
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3.- La prehibridación se llevó a cabo durante 1 hr. a temperatura ambiente y 

con agitación ligera y constante. 

4.- Se retiró la solución anterior y se adicionó el complejo ABC-Vector Labs. 

(de acuerdo con la metodologia que se describirá en hibridación i11 si/u) 
diluido en amortiguador de fosfatos salino (PBS) (fosfatos de sodio 10 

mM pH 7.2 en NaCI 0.85 %) incubándose a 37ºC durante una hora. 

5.- Se retiró la solución y se enjuagó con PBS. 

6.- Se reveló la reacción con una solución de diaminobenzidina (DAB) al 
0.1 % y peróxido de hidrógeno al 0.02 % en PBS. 

7.- La reacción se detuvo eliminando la solución de DAB y enjuagando con 

agua destilada. 

8.- Los filtros se dejaron secar al aire y se analizaron. 

Hibridación in situ con la sonda biotilinada y revelado con peroxidasa 

El protocolo de hibridación se basó en el descrito por Jiménez-Garcia y col.•••. A partir 

del original de Gall y Pardue110, Pardue y Gallm y Singer y col. 112. 

1.- Los portaobjetos con los tejidos ya fijados fueron hidratados con etanol 

100% y 95 % y PBS dos veces, tres min. cada vez. 

2.- Se adicionó peróxido de Hidrógeno al 3% en agua por 5 min para eliminar 

la peroxidasa endógena 

3.- Los portaobjetos se lavaron 7 veces con PBS 10 min cada vez. 

4.- El tejido fue permeabilizado con acetona al 100 % a -20ºC por 3 min. 

5.- Los portaobjetos se lavaron 5 veces con PBS 1 O min cada vez. 

6.- Se aplicaron 40 µI (12 ng sonda) de la mezcla de hibridación sobre cada 

portaobjetos. 

La mezcla de hibridación consistió en: formamida al 50% , SSC 2X, BSA 
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0.2%, sulfato de dextran 1 O %, DNA esperma de salmón 0.1 % y 0.3 

mg/ml de la sonda biotinada. Prccalentada a ebullición inmediatamente 

antes de su uso. 

7.- Se incubó a 37°C durante 16-24 h en cámaras húmedas. 

8.- Los portaobjetos conteniendo el tejido hibridado fueron flotados y 

enjuagados tres veces con PBS por 1 O min cada vez. 

9.- La hidridación con la sonda biotilinada se detectó en el tejido mediante la 

incubación por una hora a 37ºC con el complejo avidina-biotina­

peroxidasa de rábano (complejo ABC, Vector Laboratories), 2 gotas del 

reativo A más 2 gotas del reactivo B y 10 mi de PBS, preparados 30 min 

antes de su uso. 

10.-Los portaobjetos se lavaron tres veces con PBS durante 1 O min cada vez a 

temperatura ambiente. 

11.-El complejo ABC fue visualizado por la adición de DAB 

(diaminobenzidina) al 0.1 %, con peróxido de hidrógeno al 0.02 % en PBS, 

preparado en el momento de su uso. • 

12.-EI tejido fue lavado con PBS y el precipitado café obscuro de los sitios de 

hibridación fue intensificado con tetraóxido de Osmio (Os04) al 1 % 

durante una hora. 

13.-Las muestras fueron enjuagadas varias veces con agua destilada y 

deshidratadas en una serie creciente de alcohol (70 al 100 %), pasándolas 

por xilol. Las laminillas se montaron en bálsamo de Cánadá. 

14.-Las preparaciones se observaron en un microscopio de luz. 

Hibridación in si/u e lnmunolocalización 

Un protoclo combinado para hibridación in situ, seguido de inmunolocalización fue 

realizado de acuerdo con Jiménez-García y col. m. 
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!.- Los tejidos fueron lavados tres veces con PBS de 1 O min cada uno y 
permeabilizados con triton X-100 al 0.2 % y suero normal de cabra 0.5 % 

por S min a 4°C. 

2.- Los portaobjetos fueron enjuagados dos veces con PBS, 10 min cada una 

y en SSC 2X S min. 

3.- Se adicionaron 20 µI de la mezcla de hibridación para alcanzar una 

concentración final de sonda marcada S ng/ml, SSC 4X, BSA 1 % y de 

sulfato de dextrán 1 O %. a cada uno de los portaobjetos colocándolos en 

una cámara húmeda por 16 ha 42°C. 

La mezcla de hibridación, en este caso, estuvo compuesta por 100 ng de 

sonda marcada con biotina, 20 µg de RNAt de E.coli liofilizada, disueltos 

ambos componentes en 1 O µI de formamida desionizada y 

desnaturalizados por calentamiento a 70 e durante 1 o min, colocándolos 

en hielo al término. Posteriormente se adicionó el buffer de hibridación 

conteniendo 4 µI de dextran sulfato SO %, 4 µI BSA al S % y 2 µI de SSC 

20X. 

4.- Los portaobjetos con el tejido fueron lavados con SSC 2X, formamida al 

50% a 37°C por 30 min y con SSC 2X y SSC IX por 30 min a 

temperatura ambiente para cada lavado. 

S.- Para detectar el híbrido por florescencia, las células fueron incubadas con 

SSC 4X, BSA 0.25% y 2 mg/ml de isotiocianato de floresccina-avidina 

(FITC, Vector Laboratories), incubando 90 min a temperatura ambiente 

en la obscuridad. 

6.- Los portaobjetos fueron lavados con SSC 4X por 30 min a temperatura 

ambiente y con SSC 4X/tritón X-100, 0.1 % tres veces por 1 O min cada 

vez. 

7.- La inmunolocalización se realizó de acuerdo con Spector and Smith 

1986.196 Usando un anticuerpo monoclonal de antivimentina (Dako) a una 

dilución de 1 :S en PBS incubando a 37ºC por 30 min. 

8.- Se lavó tres veces con PBS por 2 mina temperatura ambiente, 
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9.- Se adicionó el segundo anticuerpo, (Anti lgG de ratón) marcado con 

Texas red horse (Vector laboratorios) a una dilución de 1 :20 en PBS por 

30 mina 37ºC. 

10.-Las células fueron contrateñidas con 4,6-diamidino-2 fenilindol-2 

clorhidrato (DAPI) a una concentración de 1 mglml. 

11.-Los portaobjetos fueron montados en glicerol al 90 % PBS 10 % más n­

propil gala to 4 % ( w/v ). 

12.-Las células fueron examinadas con un microscopio Nikon FXA 

epifluorescente equipado con objetivos de 60 X, 1.4 NA. 

13.-Todos los controles para las hibridaciones no especificas fueron realizadas 

con pSP64 o pTZ (plásmido sin el inserto) 

E:1tracción de RNA celular 

Fibroblastos de pulmón de cobayo JH4 clona 1 de la ATCC CCL 158 (pasaje 30). Fueron 

cultivados en medio Ham's Fl2K (Sigma) suplementado con 1 O % de suero fetal bovino 

(Gibco, BRL), adicionado penicilina (100 U/mi), estreptomicina (10 mg/ml) y 0.25 mg/ml 

de anfotericina B. (Sigma) 

1.- Los crioviales conteniendo a los libroblastos se descongelaron 

rápidamente a 37ºC. El contenido se colocó en un tubo de IS mi con 

medio y 1 O o/o de suero fetal bovino, (descomplementado previamente a 

56ºC por 30 min y se centrifugó a 800 rpm durante 10 min. 

2.- La pastilla se recuperó con medio de cultivo adicionado de suero fetal 

bovino y se sembró en una caja de 25 cm'. (falcan) 

3.- Se incubaron a 37°C en un ambiente húmedo y con una atmósfera de 5 % 

de CO, + 95 % de o,. El medio se cambió de dos a tres veces por 

semana, hasta llegar a semiconfluencia. 

Los libroblastos fueron estimulados con acetato de forbol miristato (PMA) a una 

concentración final de 1 X 1 o·• M (O.O 1 mg/ml) por 24 hr. 
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El medio fue removido y las células fueron lavadas con PBS estéril adicionándoles 2 mi de 

solución de lisis para la extracción del RNA de acuerdo a la técnica de Chomcynskyl6• 

como se describirá más adelante. 

Purificación de RNA Total 

El RNA total fue aislado de acuerdo con los métodos de Chomcynski y Sacchi••• que 

combina la extracción de RNA con tiocianato de guanidina y fenol-cloroformo, 

obteniendo preparaciones de RNA puras y no degradadas. A continuación se describe el 

procedimiento. 

l.- 100-200 mg de tejido fresco fue homogenizado en un politron (Brinkman 

instruments) a máxima potencia durante 20-30 segundos en 2 mi. de una 

solución (isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM pH 7.0, 

sarcosil 0.5% y 2-mercaptoetanol O. IM). 

2.- El homogenado se transfirió a un tubo corex de 50 mi. y se adicionaron. 

0.2 mi de acetato de sodio 2M pH 4.0, 2 mi de fenol saturado en agua y 

0.4 mi de cloroformo. La suspensión final se agitó y se enfrió en hielo por 

1 S min y se centrifugaron a 10000 x g por 30 mina 4° C. 

3.- El RNA contenido en la fase acuosa (superior) fue precipitado con un 

volumen de isopropanol, 60 min a -70ºC y se centrifugaron a 10000 x g 

durante 20 min a 4° C. 

4.- La pastilla de RNA fue disuelta en 0.4 mi.de solución desnaturalizante y 

extraída con un volumen igual de fenol-cloroformo y puesta a -20ºC. por 

Smin. 

S.- La fase acuosa fué precipitada con 2.5 volúmenes de etanol y NaCI 0.1 M 

y se colocó a -70ºC por una hora y se centrifugo a 10000 x g por 30 min a 

4ºC. 

6.- La pastilla de mRNA fue disuelta en SO µl de una solución 1 O mM Tris­

HCI pH 7.0+ 1 mM de EDTA (TE). 
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7.- Para Ja lectura a 260/280 se tomaron 2 µJ de Ja solución de MRNA total 

en un 1.0 mi .de TE las lecturas se hicieron por duplicado. 

Northern Blot 

Electroforesis. 

El RNA es separado en geles desnaturalizantes de acuerdo al procedimiento descrito por 

Thomas m 

1.- Se preparó un gel de agarosa al 1 % en buffer MOPS (Acido 3(N­

moñolino propanosulfónico).y se colocó en el molde del aparato de 

electroforesis. 

1 gr. de agarosa fue disuelta en 7S mi de agua y se colocó en un horno de 

microondas por 3 min, se Je adicionó 8.3 mi de MOPS 12 X (MOPS 0.24 

M, Acetato de Sodio 0.06 M, EDTA disódico 0.012 M) y 16.2S mi de 

formaldehido al 37%. 

2.- Las muestras. de RNA total se desnaturalizaron y fueron colocadas con la 

solución de carga en el gel. 

15 µg de mRNA total se colocaron por IS min a 65°C en 23 µJ de 

solución desnaturalizante (formamida 50%, MOPS IX, Formaldehldo 6 % 

) y se adicionaron 3 µI de solución de carga (azul de bromofenol 0.25 % , 

xileno-cianol 0.2S % y glicerol 40%). 

3.- Las muestras fueron corridas por 16-18 ha 10 V. 

4.- Al finalizar el corrimiento electroforético el gel se sacó del molde y se 

enjuagó varias veces con agua destilada equilibrándolas con SSC 1 OX 

(Cloruro de sodio 1.5 M y citrato de sodio 0.1 S M) durante l S min a 

temperatura ambiente. 

Transferencia. 

El RNA desnaturalizado fue transferido a membranas de nitrocelulosa o de nylon de 

acuerdo al procedimiento descrito por Southemm. 
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1.- Se preparó el sistema de transferencia por capilaridad, colocando sobre 

una placa de vidrio de 26 X 12 cm 2 hojas de papel whatman 3 mm 

previamente humedecidas en SSC 2X. 

2.- El gel fue colocado de espaldas sobre el soporte sólido. Enseguida se puso 

la membrana de nitrocelulosa o nylon de 0.45 µm de 11.8 X 14 cm 

previamente humedecida en SSC 2X, 

3.- Las burbujas que quedaron atrapadas entre el filtro y el gel se eliminaron 

con la ayuda de una varilla. 

4.- Sobre la nitrocelulosa o el nylon se colocaron de 3 a 5 hojas de papel filtro 

Whatman 3 MM humedecidas en SSC 2X y 1 O cm de papel absorbente 

(papel filtro, sanitas, esponja). 

5.- Finalmente se colocó una placa de vidrio y un objeto de unos 300-500 g 

de peso, para facilitar el contacto Intimo de los diversos elementos. 

6.- La transferencia se llevo a cabo durante toda la noche a temperatura 

ambiente. 

7.- Al finalizar la transferencia se retiraron los papeles absorbentes, la 

membrana se enjuagó en SSC 2X y se colocó entre dos hojas de 

Whatman 3 MM y se puso a 80'C por dos h. 

8.- Se tiñó la membrana de nitrocelulosa o de nylón con una solución de 

bromuro de etidio (0.5 µg/ml) por 3 min y se enjuagó con agua 

desionizada estéril toda la noche. 

9.- Se observó el blot en un transiluminador de U.V. de onda corta de 300 nm 

(Hoefer Scientific Instrumental), se obtuvieron las fotografias del mismo. 

Hibridación. 

1.- Los blots fueron colocados en bolsas de plástico y se prehibridaron con 20 

ml.(75 mVcm2 de filtro) de buffer colocándolos a 42'C de 3 a 24 h. 

El buffer de prehibridación contiene fonnamida 50%, SSC 5X , fosfato de 

sodio 0.05 M pH 6.5, SOS 0.1 %, solución Denhard's 5X y DNA esperma 

de salmón O .1 mg/ml . 
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2.- El buffer de prehibridación fue removido y colocado el de hibridación con 

Ja sonda marcada.( con 20 X J06 cpm por blot). 
El buffer de hibridación fue preparado con formamida 50 %, SSC 5X, 
fosfato de sodio 50 mm PH 6.5, solución Denhard's IX y dextran sulfato 
10%. 
Por otro lado la sonda marcada con a-"PdCTP y el DNA esperma de 
salmón fueron desnaturalizados por S nún a lOOºC, colocados sobre hielo 
por 1 mio, y adicionándole al buffer de hibridación. 

3.- Los blots fueron hibridados por 16-20 h a 42ºC. 

4.· Posteriormente Jos blots se lavaron cuatro veces con SSC 2X/SDS 0.1 % 
por 5 mio a temperatura ambiente y cuatro veces con SSC O.IX/SOS 
0.1% por 15 nún cada vez a 42ºC y una vez a 55ºC. 

S.· Después de Jos lavados las membranas, se enjuagaron con SSC 2 X , se 
secaron sobre dos papeles filtro Whatman 3 MM y se envolvieron en papel 
Ideen pack y se colocaron dentro del casete. 

6.- En el cuarto 'oscuro se colocó la película de rayos X de Kodak y se puso -
70ºC por 48-72 h. 

7.· Las pelfculas fueron colocados en una solución reveladora (GBX, Kodak) 
por S mio, enjuagados con agua 1 min y sometidas en la solución fijadora 
(GBX, Kodak) por 5 min y finalmente lavados con agua de Ja llave y 

secados a temperatura ambiente. 
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RESULTADOS 

l.• Purificación y amplificación de las sondas 

Se amplificaron y purificaron los plásmidos portadores de las secuencias codificantes para 
colagenasa, TIMP humano, gticeraldehido-3 fosfato deshidrogenasa humano y TIMP de 

ratón. 

En la figura 3 se muestran Jos resultados obtenidos despues de amplificar y purificar los 
plásmidos anteriormente mencionados. (JA, 4A, IB, y JC) 

Se puede apreciar que después de la digestión con Xba + Hindlll se obtuvo una banda de 
2.054 Kb correspondiente al inserto de procolagenasa humana. (JA) 

Después de la digestión con Xbal se observa una banda de 3.9 Kb que corresponde al 
inserto de TIMP humano.(6A) 

Después de la digestión con Pst + Xba se observa una banda de l .2 Kb que corresponde al 
inserto purificado de glíceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa. (3B) 

Después de la digestión con Pvull + BamHI se observa una banda de 0.9 Kb que 
corresponde al inserto de TIMP de ratón (3C) 

B 

Fig J. Presenta en los carriles l los plásmidos amplificados y purificados. en los carriles 2 
los p1ásmídos digeridos y los 3 los insertos purificados. En Ja foto JA los tres 
primeros carriles corresponden a colagcnasa humana/Hind ltl+Smal; los segundos a 
TIMP humano/Xbal. La JB GAPD/EcoRl+Hindlll y la JC TIMP de 
ratón/Pvull+BamHI. El carril 4 de la figura JA y JB corresponde al fago Lamnda 
digerido con E<oRl+Hindlll 
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2.- Expresión de mRNA de colagenasa por libroblastos de cobayo. Análisis por 

Northern blot 

Debido a que se ha demostrado una baja similitud entre colagenasas de diversas especies 

(humana, ratón) se decidió realizar este experimento cuyo objetivo fue analizar si el cDNA 

de colagenasa humana hibridaba de forma especifica con mRNA obtenido de fibroblastos 

de cobayo estimulado con forbol miristato, un conocido inductor de la enzima 

En la figura 4 se observa que los fibroblastos de cobayo expresan un transcrito de 2.5 Kb 

(carril 1) que es semejante al observado en fibroblastos humanos.(carril 2) La figura 5 

muestra la electroforesis del RNA total de fibroblastos de cobayo y humanos teñidos con 

bromuro de etidio. 

Fig 4. Auloradiografia del Northem blol de fibroblaslos de cobayo (carril 1) y de humanos 
(carril 2). usando sonda de colagcnasa humana. 

FigS. Tinción con bromuro de ctidio de RNA total de Jibroblastos de cobayo (carril 1) y 
humano (carril 2) estimulados con PMA. 



Fi~6. Hibridación i11.1'i111 del granuloma de carragenina de 14 días, usando la 
sonda de TIMP de ratón marcada con bíotina. El panel A representa la 
señal intensificada con tctraóxido de osmio El panel B es la misma señal 
contrastada con una tinción celular de hcmatoxilina·cosina. 

J.- Hibridación in situ y localización celular 

a) Sonda marcada con biotina y revelada con peroxidasa. 

1X 

Inicialmente se utilizó la sonda de Tll\IP de ratón marcada con biotina y revelada con 

peroxidasa, la hibridación se realizó en eones de granuloma a los 7 y 14 días post­

inyección de carragenina. Los resultados mostraron que a ambos tiempos había células que 
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expresaban el inhibidor. En la figura 6 se muestra este resultado y se observa la marca 
positiva en el citoplasma de algunas células. 

Para identificar el tipo celular que expresa el mensaje para TIMP, se usó un anticuerpo 
monoclonal antivimentina (identifica células de origen mesenquimatoso. fibroblastos). Sin 
embargo no se logró detectar la vimentina en los fibroblastos, ya que el método de 
marcado con biotina y revelado con peroxidasa en la hibridación i11 si/u enmascara la 
coloración que se obtiene por la reacción del anticuerpo con el antígeno; por lo que se 
decidió cambiar el método de detección del híbrido usando fluorescencia en lugar de 
peroxidasa de rábano. 

b) Sonda marcada con biotina y revelada con fluorescencia 

La híbridación i11 si/u y el uso de un anticuerpo anti vimentina, permitieron la localización 
de los mRNA para colagenasa y TIMP, así como también la detección de los fibroblastos 
(positivos a vimentina). Además se usó una tinción con 4',6-diamidino-2 fenilindol-2HCI 
(DAPI), para teñir el núcleo celular y observar su morfología. y el número de organelos 
Para visualizar la morfología del tejido se utilizó un microscopio con contraste diferencial 
de interferencia de acuerdo a Nomarski. 

La figura 7 muestra la localización del mRNA para colagenasa y vimentina en las 
diferentes etapas de la evolución del granuloma, a los 4 y 7 días después de la 
administración de carragenina. Se observa el mRNA que codifica para colagenasa 
intersticial (panel C) el cual es expresado solo por los fibroblastos (panel B). A los 10 y 14 
días hay más células que expresan el mensaje para colagenasa; se aprecian algunas células 

que son negativas a vimentina, que tambien expresan el mensaje. La marca para 
colagenasa se concentra en el citoplasma, y está excluida del núcleo como lo demuestra fa 
tinción con DAPI (panel D) 

Con respecto a la localización del mRNA de TIMP-1, (fig. 8) se observa un patrón similar 
al de mRNA de cofagenasa durante todas las fases del granuloma. A los 4 y 7 días la 
expresión del mensaje solo se presenta en los fibrobiastos. A 1 O y 14 días se aprecian 
varias células negativas a vimentina que expresan el mensaje. En contraste a lo observado 
con colagenasa, el mRNA para TIMP-1 se encuentra presente en más células a los 14 días 
que a los 10 días. 



Fig 7. A . ..Contrastc diferencial de inteñcrcncia según Nomarski B Inmunoflorcscencia con 
anticuerpo anti vimentina C.- Hibridación con sonda de colagenasa humana. D.­
Tincl6n especifica de núcleos. Modelo Granuloma de Carragenlna a los ellas 4, 7, 10, 
y 14. 
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Fi¡:B. A . .Contraste diferencial de inteñercncia según Nomarski B.·Inmunoflorcsccncia con 
anticuerpo anti vimcntina. C.-Hibridaclón con una sonda de TIMP humano. D.­
Tinción cspccflica de núcleos. Modelo Granutoma de Carragenina a los dias 4, 7, 10, 
yl4. 
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4.- Análisis por el método de Northern Blot de la expresión de colagenasa y TIMP 

en tejidos. 

El análisis por Northem Blot se llevó a cabo para establecer el patrón de expresión . 

dé la colagenasa en los 4 tiempos estudiados. El mRNA para colagenasa fue 

detectado a los JO y 14 días después de la inducción del granuloma, con niveles mas 

altos a los 1 O días. Una señal muy débil fue observada a los 4 y a los 7 días. La 

rehibridación de los mismos filtros con un cDNA para gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPD) muestra que las diferencias en expresión de la colagenasa 

no son atribuibles a variaciones en los niveles de mRNA cargados. (fig. 9) 

La hibridación con TIMP fue siempre negativa . 

~~ 
ll':S 

Fig 9. Northem Blot usando 10 µg de RNA del granuloma de carmgcnina por linea. L<>s 
blots fueron hibridados con una sonda de colagcnasa humana, marcada 
radiactivamente. A.· RNA 4 dlas, B.- RNA 7 dlas, C.· RNA 10 dlas y D.· RNA 14 
dlas. 
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DISCUSION 

El objetivo de este trabajo fue identificar los tipos celulares responsables de la expresión 

de colagenasa intersticial (MMP-1) y TIMP en las distintas etapas del desarrollo del 

granuloma. Los principales tipos celulares presentes durante la evolución de este modelo 

son los leucocitos polimorfonucleares, los macrófagos y los fibroblastos. Los neutrólilos 

desaparecen antes del irúcio de la reabsorción de la matriz extracelular, y las principales 

células inflamatorias que se encuentran presentes en el granuloma son los fagocitos 

mononucleares. El número de fibroblastos aumenta progresivamente con el tiempo y 

durante la fase degradativa son los elementos celulares predominantes coexistiendo con los 

macrófagos. m 

En este estudio encontrarnos por hibridación i11 si/u, que durante la fase de depósito de 

matriz extracelular, sólo los fibroblastos expresaban el mRNA de colagenasa intersticial y 

el TIMP-1. En todos los campos examinados sólo se encontraron células vimentino­

positiva expresando el mensaje. Este hallazgo fue sorprendente ya que en estas etapas 

existen numerosos macrófagos mezclados con Jos fibroblastos, y se ha demostrado que los 

macrófagos son prominentes productores de colagenasa intersticial, al menos i11 
vitrolB6,t11,1ss.119, 

Este hallazgo, es similar al reportado en otros tejidos durante las etapas tempranas de 

reparación tisular. En este sentido, Girard y col."º han demostrado en el modelo de lesión 

de córnea que los fibroblastos son las únicas células que sintetizan colagenasa en el primer 

día después de la agresión. Asimismo, también se ha demostrado que los fibroblastos, 

producen colagenasa en Ja piel después de una herida"' 

En contraste, a los 10 y 14 días de la evolución del granuloma, cuando se está llevando a 

cabo la degradación masiva de la matriz extracelular, se detectaron células vimentino­

negativas, presumiblemente macrófagos, que también expresaban el mensaje tanto para la 

enzima como del inhibidor. Existen numerosos trabajos reportando la producción de 

colagenasa y TIMP i11 vitro por macrófagos estimulados. 186.187, 18B,1" 

Los posibles mecanismos que explican porque los macrófagos no producen colagenasa y 

TIMP en los primeros días de la evolución del granuloma se desconocen. Una posible 

explicación de esta expresión relativamente tardía por los macrófagos podría estar 

relacionada a la diferenciación fagocitica-mononuclear. Se podría hipotetizar que los 

macrófagos que llegan al sitio de la lesión después de la agresión de carragenina son 
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monocitos, Jos cuales con el tiempo se diferencian en el tejido. De hecho, en este modelo 

experimental se ha documentado que el aspecto del citoplasma de los macrófagos varía 

con el tiempo, con un patrón altamente característico. En las etapas tempranas existen 

diferentes tipos de inclusiones citoplásmicas, algunas con estructuras membranosas. En 

contraste, en las etapas posteriores, el citoplasma de los macrófagos muestra muchas 

vacuolas pequeñas e irregulares generalmente vacias o con material granuloso"6• Se sabe 

que la diferenciación de células monocíticas en los tejidos comprende, junto con cambios 

morfológicos, diversas modificaciones bioquímicas que incluyen una transición en el perfil 

de las proteinasas sintetizadas. Asi por ejemplo, se ha demostrado que Ja diferenciación de 

las células monocíticas U-937 es acompañada por un marcado aumento en la producción 

tanto de colagenasa intersticial como de TIMP. "' 

Otra posible explicación fisiológica para el tardío compromiso de Jos macrófagos en Ja 

degradación de la colágena, podría estar relacionada con la estimulación de macrófagos 

por cambios en el microambiente. Se ha propuesto que las mo\)ificaciones en Ja cantidad y 

composición de la matriz extracelular pueden influir en el comportamiento de los 

macrófagos. En este sentido, Shapiro y col"º encontró que la exposición de macrófagos 

alveolares humanos a colágenas tipo I y III estimulaban la expresión de colagenasa 

intersticial. En este mismo estudio, ellos encontraron que la síntesis de TIMP también se 

incrementó aunque en una magnitud inferior. 

Podríamos especular que en el modelo de granuloma inducido por carragenina, ambos 

mecanismos operan. Por un lado la diferenciación de los monocitos a macrófagos 

activados y por el otro los cambios dinámicos en el microambiente que se reflejan por la 

acumulación de matriz extracelular, podrían explicar el porqué Jos macrófagos aparecen 

"tardíamente" expresando colagenasa y TIMP. 

Finalmente los estudios por Northem Blot revelan que los niveles de mRNA para 

colagenasa son diferentes en los días examinados. En este sentido la participación de los 

macrófagos en la degradación de colágena coincide con los altos niveles del mRNA para 

colagenasa intersticial. 

En el caso de TIMP, el Northen Blot del RNA de tejidos fué siempre negativo, Jo que 

apoya la noción de que esta técnica es menos sensible que la hibridación in situ'" puesto 

que permite la localización célula por célula. 
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CONCLUSIONES 

J) Los genes de Colagenasa y TIMP se expresan en todos los dlas analizados en el 
presente trabajo, Jo que corrobora que tanto la enzima como el inhibidor se expresan 

tanto en la etapa de depósito de matriz extracelular y en la de reabsorción. 

2) Los fibroblastos son el tipo celular que expresa el mRNA de colagenasa intersticial y 

TIMPI durante toda la evolución del granuloma. 

3) Los macrófagos expresan el mRNA para la colagenasa y el TJMP-1 exclusivamente en 
la etapa degradativa. 
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