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RESUMEN

La bosqueda del mRNA para TIMP-1 y colagenasa, es importante para conocer los
mecanismos de regulacion de la matriz extracelular. El conocimiento de los tipos celulares
involucrados permite verificar su participacion en el proceso. Un modelo animal como el
granuloma de carragenina fue utilizado para el presente estudio. El seguimiento alos 4, 7,
10 y 14 dias después de la inyeccion subcutinea de carragenina, mediante hibridacion in
sity combinado con inmunofluorescencia, permitid identificar a los fibroblastos y a los
macrofagos como responsables de la expresion de los mRNA de colagenasa y TIMP-1. El
sistema utilizado para poner de manifiesto Ia reaccion fue llevado a cabo revelando con
Isotiocianato de floresceina-avidina y un anti-ratén marcado con rojo Texas.

Un Northern Blot del RNA total obtenido del granuloma a los diferentes tiempos, fue
realizado para detectar la cantidad del mensaje expresado. La sondas colagenasa y TOMP
humano se usaron para el ensayo. La sonda de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
sirvib como control

Los resultados muestran que durante la fase de deposito (4 y 7 dias) el mRNA para
colagenasa intersticial y TIMP-1 solamente fueron expresados por los fibroblastos como lo
demuestra la colocalizacién de mRNA y vimentina. Por el contrario durante la fase de
reabsorcion (10 y 14 dias) los fibroblastos y macrofagos expresan el mRNA parh
colagenasa y TIMP-1.

E! Northern Blot revel6 que los niveles de mRNA para colagenasa fueron mas altos a los
10 y 14 dias comparado con los 4 y 7 dias. No se pudo observar la sefial para el mRNA de
TIMP-I bajo las condiciones del ensayo.

Estas observaciones sugieren que durante la fase de reabsorcién del granuloma, hay un
aumento de la expresion del RNAm para colagenasa y la localizacion del mensajero se
encuentra tanto en los macréfagos como en los fibroblastos.
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INTRODUCCION

La remodelacién del tejido conjuntive que ocurre en condiciones biolégicas normales tales
como la morfogénesis, cicatrizacion, involucion del ttero postparto & en ciertos procesos
patolégicos como artritis reumatoide, invasion tumoral, gingivitis, quemaduras de la
cornea, 6 diferentes enfermedades fibrosantes, involucra una serie de procesos complejos
que comprenden tanto la sintesis como la degradacion de diferentes macromoléculas de la
matriz extracelular.

En particular, la degradacion involucra a un conjunto de enzimas, entre las cuales destaca
la familia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular.

METALOPROTEINASAS
Caracteristicas 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 tefido conjuntivo y algunas células
hematopoyéticas y estas macromoléculas son importantes en los procesos de remodelacién
normal! y en la destruccion acelerada de moléculas de la matriz que se observa en muchas
enfermedades??-

La regulacion de las metaloproteinasas esta rigurosamente controlada y ocurre a varios
niveles,t que incluyen:

1).~ La expresion selectiva de los genes de MMPs y su induccién por una variedad de
agentes biologicamente activos tales como factores de crecimiento, citocinas,
oncoproteinas y promotores de tumorcs y algunas sustancias tales como cristales de
urato, iones metalicos y serotoninas.s,

2).- La activacién de proenzimas i vive que involucra la remocion de un fragmento
amino-terminal.

3).- La inhibicién de enzimas activas en el espacio extracelular dependiente de moléculas
especificas como los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs).



A la fecha, se han identificado y secuenciado el cDNA de 9 tipos de metaloproteinasas.
Entre eflas se ran dos tipos genéticos de colag intersticial, dos colagenasas
tipo IV (gelatinasas), dos estromelisinas, la matrilisina (PUMP; putative uterine
metatloproteinase), una "estromelisina-3" y una metalo-clastasa?. (Cuadro 1).

Cuadro L Familia de las metaloproteinasas

MMP | Nombre Trivial Sustrato
i Colagenasa intersticial Colagenas ti+po LILIILX, Gelatina,
Proteoglicanos,

8 | Colagenasa de neutrdfilos | Coligena fibrilar, Gelatina Proteoglicanos,

3 | Estromelisina-1 ) Proteoglicanos; enlaces covalentes de
Colégenas II, IV y IX; Colagenas X y XI;
Colag Laminina, Gelati
Procolagenas, Fibronectina y Gelatinasa

10 - { Estromelisina-2 Idem Estromelisina-1 pero con menor
actividad.

Coligena desnaturalizada, Colagenas IV, V,
VI, X, y X1, Elastina.

Proteoglicanos, enlaces covalentes de
colégenas idem Colagenasa A, Coldgenas
XyXL

: Matriliéina {(PUMP) . Idem Estromelisina, Elastina,

Estromelisina-3 Desconacido,

32 | Metaloelastasa Elastina y Fibronectina.

La colagenasa intersticial (MMP-1) fue la primera en ser descubierta por Gross y
Lapicere®,es la més especifica de las MMPs, degrada a las coldgenas intersticiales tipos I,
11 y 1 y-produce un certe.iniciat en la triple hélice que resulta en fragmentos de tres



cuarios y un cuarto de la longitud total de la molécula. Es producida por la mayoria de las
células del tejido conectivo y leucocitos, como se puede observar en el cuadro If.

Cuadro I Fuentes celulares de colagenasa.

TIPO CELULAR REFERENCIA

Células hepaticas Kuplfer de rata Fujiwara? (1973)

Fibroblastos de piel humana _Stricklinl4 (1977)

Neutréfilos humanos . Murphy® (1977), Hasty”:( 1‘9‘_90)
Células tumorales Liotta? (1983) "
Fibroblastos sinoviates de conejo Aggeler'2 (1984)

Células endoteliales de conejo Hersron!! (1986)

Células del masculo liso bovino Kishi® (1989)

Queratinocitos de rata y humanos Lin!6 (1987), Petersen,!? (1989) . -

Saarialho-Kere!s 1992

Fibroblastos sinoviales reumatoides Okada'3 (1990)

Macréfagos alveolares Campbell"z(lgg 1)Shapiro,57 (!99i) =
Monocitos de sangre periférica Welgus? (1992)

Osteoblastos humanos Meikle® (1992)

Células mesoteliales humanas Marshallt? 1993

Odontoclastos bovinos Okamural® (1993)

Las colagenasas tipo IV de 92 y 72 Kd degradan colagenas tipo IV,V,VII, X y pueden
actuar sinérgicamente con la colagenasa intersticial en la degradacién de gelatina de todos
los tipos de coldgena2s, Se ha reportado que también degradan a elastinazs. Este grupo de
MMPs comprende a la gelatinasa-A de 72 kd (MMP-2) y a la 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-ras27, lipocitos hepéticos humanoss, células
cancerosas de la prostata?, carcinoma celular escamoso humano,30 macrofagos y
polimorfonucleases de cobayo, conejo, ratdn y humano,3 condrocitos de conejo y células
endoteliales.3 La gelatinasa-B de 92 kd, es sintetizada por fibroblastos de pulmén humano
transformado por SV-40°2, macrofagos alveolares de conejo, cobayo, raton y humano4,
condrocitos de conejo y células endoteliales,3 fibroblastos sinoviales humanos,$2.183
monocitos humanos’233. Por hibridacion in situ se ha demostrado en los eosindfilos, en
carcinoma de células escamosas3$3s, en carcinoma mamariod?, en células de Kupffer3s, y
en monocitos humanos421,

Estromelisinas-1 (MMP-3) y estromelisina-2 (MMP-10) Es una familia de enzimas que
actiia sobre varios sustratos que incluyen a los proteoglicanos y 1a laminina y actian en un
rango muy amplio de pH. Ademss, se ha descrito que pueden activar a la colagenasa
intersticial y a Ia gelatinasa-B de 95 kd».

Una MMP adicional ha sido identificada por ¢cDNA en el estroma de cincer mamario*® en
trofoblastos 'y en fibroblastos de pulmoén fetal®, Aunque la clona fue nombrada
estromelisina-3, la proteina no ha sido expresada y la especificidad del sustrato es
desconocida hasta el momento4o.

La matrilisina (MIMP 7, PUMP) se encuentra relacionada con la estromelisina, pero carece
del dominio C-terminal y tiene una amplia actividad proteolitica que incluye a la elastina,
proteoglicanos, fibronectina y laminina . Su produccién estd asociada a monocitos
inmaduros41.42.

La mas recientemente MMP identificada por cDNA en los macrofagos de ratén es la
metaloelastasa (MMP-12), degrada fibronectina, caseina y .1 antitripsinass,

Dominios estructurales de las metaloproteinasas.

Todas las metaloproteinasas de matriz contiencn un propéptido de 77-87 aminoécidos (aa)
que es responsable de la latencia de las proenzimas y que se pierde durante su activacion.
Este propéptido cuya secuencia PRCGV/NPD esta conservada en las MMPs, contiene una
cisteina que interacta con el Zn** del dominio catalitico adyacente, reemplazando a la
molécula de agua requerida para su activacion. (Fig. 1)



El sitio catalitico de Jas MMPs con 162-173 aa ha sido definido por estudios bioquimicos
y por ingenieria de proteinas. Una corta secuencia del sitio catalitico (HEL/I/FGH)
presenta identidad con la termolisina bacteriana2s, Ademds del Zinc del sitio catalitico, se
han identificado un segundo zinc y un ion calcio y se les ha atribuido una funcion
importante en la estabilizacion de la estructura terciaria de la colagenasa%’. Este segundo
Zine se encuentra coordinado a His 168 Asp!™ His'® e His!% de una manera tetrahédricass.

Exceptuando a la matrilisina, las MMPs, presentan un dominio C-terminal, que muestra
similitud con un dominio presente en la familia de las hemopexinas que incluye a la
vitronectina. En la colagenasa y estromelisina este dominio se ha identificado como el
responsable de mediar su interaccion con las fibras de colagenas. En [a progelatinasa A
(colagenasa tipo IV de 72 kDa), se ha demostrado que el C-terminal esta involucrado en la
interaccién con TIMP-2 formando un complejo no covalente, que es capaz de ser activado
por acetato de aminofenil-mercurio (APMA). La activacion no disocia al TIMP-2 en la
enzima activad74849,

Las gelatinasas presentan ademas un dominio que consiste de 3 secuencias repenlivas
similares a Ias que se ran en las regi de fibronectina por las cuales se une a

=1

gelatina. El papel preciso de este dominio no ha sido determinadose,

Propéptido Catalitico C-Terminal
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Fig 1, Domini les de las Metalop



Regulacién de Colag intersticial (MMP-1),

De las colagenasas intersticiales la mas estudiada es la de fibroblastos. Esta se sintetiza
como una proenzima de 54 kDa, con un péptido sefial de 19 aminoacidos. Los productos
de secrecion de la enzima de fibroblastos son un polipéptido de 52 kDa y otro secundario
glicosilado de 57 kDa. Se desconoce el papel que desempeiia la glicosilacién, y se ha
demostrado que no parece ser importante para la secrecién de la proenzima ya que si se
inhibe in vitro 1a glicosilacion de la proenzima en un cultivo celular de fibroblastos no se
inhibe su secrecion al medio de cultivose.14,

La colagenasa de fibroblastos es secretada inmediatamente des_pués de su sintesis, de esta
manera el incremento de esta enzitha en el espacio extracelular se interpreta como un
aumento en la sintesis y no como la secrecion de la enzima almacenada. En contraste, la
colagenasa de neutrofilos se almacena en granulos, de donde es posteriormente liberada

58,24,

Biosintesis.

La expresion de colagenasa es modulada por una serie de moléculas diferentes, las cuales
estimulan o inhiben, al menos in vitro, la sintesis de la enzima. Entre los factores de
importancia fisiologica se han descrito promotores de tumores, hormonas, citocinas,
algunos mediadores derivados del dcido araquiddnico, las endotoxinas y varios factores de
crecimiento. (Cuadro III, IV)

El acetato de forbol miristato (PMA) es un promotor de tumores, que estimula la
produccién de colagenasas en diferentes tipos celulares incluyendo a los fibroblastos de
una gran variedad de tejidossosos1.12.62,63,

La modulacién de la expresion de colagenasa por varias hormonas ha sido demostrada en
algunos sistemas. Asi, por ejemplo, en utero de rata se ha demostrado que la progesterona
inhibe la expresion de colagenasas4, mientras que la serotonina, por el contrario, aumenta
los niveles de mRNAss, Por otro lado, 1a hormona paratiroidea (PTH) incrementa los
niveles basales de mRNA de colagenasa intersticial en células osteoblisticas de ratas.ss y
los glucocorticoides como la dexametasona inhiben la expresion de la colagenasa en
fibroblastos y macrofagos alveolares67.68.69,70,

La estimulacion de colagenasa por diferentes citocinas ha sido reportada en varios estudios
experimentales. Entre ellos se han reportado linfocinas derivadas de linfocitos activados, y



monocinas de macréfagos. El factor de necrosis tumoral-o. (TNFa), molécula derivada de
linfocitos T, incrementa la produccion de colagenasa en fibroblastos coridnicos, sinoviales
y dérmicos humanos y también aumenta la expresion en los condrocitos?1.72,732475%. La
leucorregulina induce la expresion de colagenasa en los fibroblastos humanos”. La
interleucina-1 favorece la sintesis de colagenasa en varios tipos celulares del tejido
conectivo las cuales incluyen células sinoviales reumatoides, condrocitos, fibroblastos de
diversos origenes y células coriénicas7879.80.81.82 La interleucina-4 inhibe la expresion de
colagenasa en los monocitos humanoss2,

Varios factores de crecimiento que regulan Ia proliferacién celular modulan la sintesis de
procolagenasa. Entre ellos, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), estimula la
transcripcion de colagenasa en los fibroblastos de picl87, y en los queratinocitos de
ratas4, En contraste, el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) disminuye la
expresion de procolagenasa en fibroblastos gingivales humanosesss. El factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) estimula Ia expresion de colagenasa en los
fibroblastos de piel humanat?. En los fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis
reumatoide estimulados con PDGF se induce la expresion de colagenasags,

El factor estimulador de colagenasa derivado de células tumorales (TCSF) se encuentra
presente en la superficie de varios tipos de células neoplasicas y se ha demostrado que
aumenta la expresion de colagenasa en fibroblastos de colon, pulmén fetal y en los
fibroblastos de piel humanasso.

Por otro lado, existen evidencias que sugieren que las prostaglandinas (PGE) participan en
la modulacion de la expresion de colagenasa. Asi por ejemplo, la PGEI reduce el mRNA
de la colagenasa de manera dosis dependiente y de una forma aniloga a como lo realizan
los inductores de AMPc91. La PGE,, en cambio, incrementa la sintesis de colagenasa en
células de osteosarcomasz.

Se han descrito otras sustancias o moléculas que intervienen en la modulacién de la
colagenasa, entre ellas se encuentran los cristales de fosfato de calcio (BCP), que es un
factor de crecimicnto que estimula la mitosis de los fibroblastos y actita como un factor
similar al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). El BCP induce la sintesis
de colagenasa en los fibroblastos sinoviales?. Los retinoides causan una disminucién en la
secrecion de colagenasa en los fibroblastoses,



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

tipos celulares.

INDUCTOR CULTIVO CELULAR REFERENCIAS
Esteres de forbol Fibroblastos sinoviales de Brinckerhoffs0,
conejo Aggeler?
Cristales de urato monosédico | Fibroblastos sinoviales de Brinckerhoff!
conejo
Prostaglandina E, Qsteosarcoma de rata Patridge®?
Serotonina Células de misculo liso de | Wilcox &
Utero de rata
Paratiroidea Osteoblastos de rata Quinnsé

Interleucina-1

Células sinoviales,
condrocitos humanos y
queratinocitos de rata

Dayer™ , Lefebvre?o,
Lyons84

Leucorregulina

Fibroblastos de piel humana

Mauviel”

Fibroblastos de piel |

Duncan'®!

Interferona Py y

Factor de necrosis tumoral o

(INF-a)

Fibroblastos coriénicos y
dérmicos humanos

Ito?! , Mitchel! 72

McCarthy9

Cristales de fosfato de calcio

Fibroblastos de piel

Factor de crecimiento

Fibroblastos de piel humana

Delany™, Colige®?

epidermal (EGF)

Factor de crecimiento derivado | Fibroblastos de piel humana | Bauer®” , Hiraoka *8
de plaquetas (PDGF) y sinoviales reumatoides

Factor de crecimiento de Fibroblastos de piel humana | Edwards®
fibroblastos (bFGF)

Factor estimulador de Fibroblastos de piel humana | Prescott?? s
colagenasa derivado de células | y de colon Kataoka®
tumorales

Leucotrieno C-4 Fibroblastos de pulman Medina L.1#




Cuadro IV, Inhibidores de la expresidn de colagenasa en diferentes tipos celulares,

AGENTE CULTIVO CELULAR REFERENCIA

Progesterona Utero de rata, fibroblastos Koobs¢
cervicales

Dexametasona Macréfagos alveolares Shapiras?
fibroblastos de piel Clarkst

Interleucina-4 Monacitos humanas Corcorans?

Factor de crecisniento Fibroblastos de pulmon fetaly | Overall®s

transformante-B (TGF-8) gingivales humanos

Retinoides Fibroblastos de piel humana Clarks®

Prostaglandina E-1 Fibrablastos sinoviales Salvatori®!

Estudios recientes han demostrado que et gen de la colagenasa es regulado & aivel
transcripcional por difereates oncogenes (Ras, mos, stc, jun y fos) que codifican para
factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, y proteinas involucradas en
las sedales de transduccién, La activacidn puede ser inhibida por 1a banda sin sentido de c-
JSos sugiriendo que la oncoproteina nuclear c-fos es esencial para la activacion
transcripcional del gen de la colagenasa en fibroblastos musinos transformadoss,

Esta respuesta es mediada a través de los elementos TRE (Tumor promotes-responsive).
El TRE se une al factor de transcripcion AP-] compuesto de dimeros de prateinas
codificadas por las familias de oncogenes fos y jun. De hecho, todos los estimuladores de
la expresidn génica de colagenasa, por ejemplo los esteres de forbal (TPA), interleucina-1,
factor de necrdsis tumoral-a ¢ leucoregulina inducen ia expresion de oncogenes de la
familia jun y fose4.9596,

Algunas evidencias experimentales que apoyan este concepto son las siguientes: Clohisy y
col. en 199257 demuestran que la PTH induce !a expresion de los genes fos y jun en células
osteoblasticas y que a su vez estimula a la colagenasa, Trabandt y col. en 19929299
demuestran que fos protooncogenes c-fos y el gen de respuesta temprana (egr-7) se
encuentran involucrados en la regulacién transcripcional de la colagenasa en los
fibroblastos gingivales y sinoviales obtenidos de pacientes con periodontitis cronica y
artritis reumatoide, Brenner y col. en 1989100 demuestran que el TNF-a aumenta Ia
expresion de los genes c-jun, y el de la colagenasa.



Otro factor de transcripcion, el PEA3 también se une al promotor de colagenasa y actita
sinérgicamente con AP-1 permitiendo la méxima expresion de la colagenasa inducida por
TPA y por las oncoproteinas no nucleares como v-src, Py-mt, Ha-ras, v-raf, y v-mos9s.

El écido retinoico inhibe la sintesis de colagenasa inducida por TPA, disminuyendo los
niveles de! mRNA de colagenasa sin afectar su vida media, lo cual indica que estos
compuestos actban a nivel de la transcripcién. El 4cido refinoico disminuye las
oncoprotefnas fos y jun y la union de éstas al sitio AP-1101,

Activacién.

La activacién de la proenzima desempefia un papel muy importante en la regulacion de la
actividad colagenoliticat4.102, En la procolagenasa de fibroblastos de piel humana la
activacién proteolitica con plasmina resulta en la remocién de 81 aminodcidos de la
porcion amino terminal de la proenzima, y de un rompimiento adicional por la
estromelisina activa de aproximadamente 15 aminodcidos en la region carboxiterminal de
la enzimate2, (Fig-2)

Plasminégeno

~———p Urocinasa »  Plasmina
Activacién
vranscripdonal  ———p —_—p tal
ARA/PEAS

———) Procolagenaen  ——p Colagennsa

<

Colagegenasa
totaimente activa

Fig 2. Activacitn dec colagenasa 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 remocion de los 81 aminoicidos de la porcion amino terminal mediante un
proceso autoproteoliticolozied, Se ha reportado que la colagenasa de fibroblastos humana
es activada sin cambios en el peso molecular de Ia enzima, por dodecil sulfato de sodio



(SDS). También, algunos agentes caotropicos como el sulfocianuro de sodio, compuestos
disulfiro como el glutation oxidado, agentes alquilantes del grupo sulfhidrilo como la N-
etil maleimida y agentes oxidantes como el hipoclérito de sodio, han sido utilizados para la
activacién de la enzima4s.102,

Algunas de las enzimas que pudieran ser responsables de Ia activacion in vivo de la
procolagenasa, incluyen a la estromelisina, activador del plasminogeno, plasmina,
calicreina triptasa y catepsina B10s39.106,107,

Con respecto a la colagenasa de neutrofilos, la enzima puede ser activada por reacciones
con glutation o por oxidacion catalizada por mieloperoxidasalos.109,

La activacion de la colagenasa de fibroblastos humano, involucra la disociacién de Cys™
del &tomo de Zinc y su remplazamiento por agua, con la concomitante exposicion del sitio
activos4,

Inhibicién de las metaloproteinasas

La interaccidn de las metaloproteinasas con inhibidores especificos, desempefia un papel
importante en [a regulacion de la protedlisis de la matriz extracelular. Diferentes tipos de
inhibidores han sido reportados, entre los cuales destacan la o-2 macroglobulina (x-2M), y
una familia de proteinas presentes en los tejidos y que se conocen como inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs).

La a~2 macroglobulina es una proteina del suero con un peso molecular de 720.000. El
mecanismo de inhibicion por a~2 M involucra la hidrélisis por la proteinasa de un sitio
especifico en una de las cuatro cadenas polipéptidicas de la a-2 M, con la consiguiente
union de la enzima con la a-2 M. La a-2 M se une a la colagenasa activa y no a la
procolagenasa. Se ha sefialado que el peso molecular de este inhibidor dificulta su salida
de la circulacion y en consecuencia limita su accion en la regulacion de la matriz
extracelularie,

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs).

A la fecha, se han clonado, secuenciado y caractetizado bioquimicamente 3 de estos
inhibidores, a fos 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



disulfuroto3,11031.111.48, Las proteinas son resistentes a la inactivacion por calor 6 pH
acidos, pero no a la reduccion 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 progelatinasas.!'® La
region mds conservada son los primeros 22 aminoécidos del amino terminal, (después del
péptido seiial) en donde 16 de los mismos son idénticos en las 8 proteinas reportadas. esta
region contiene el sitio activo,(His? y Gly?) importante para la interaccion con el Zn del
sitio activo de las metaloproteinasas.}?s

El TIMP-1 es una glucoproteina basica de 28.5 kDal03, nz,113,114,115116,117,118,119,10, Es una
proteina que se acumula en los fluidos tisulares, plasma, y fluido amnidticotz. Es
producida in vitre e in vivo por muchas células incluyendo fibroblastos, células sinoviales,
endoteliales, tumorales, mesoteliales, macréfagos, y células hepaticass.iosi21.10,122,104423, Su
estructura primaria ha sido elucidada, y se ha demostrado que contiene 184 aminodcidos,
dos sitios de unidén a carbohidratos, 12 residuos de cisteina, y 6 puentes disulfuro que fe
conficren una marcada estabilidad a cambios de pH y temperaturaii4iesiz4, Ef TIMP es
estable en pH 4cido, es sensible a agentes reductores y por lo tanto es inactivado por
reduccién y alquilacions.

El TIMP-1 interactia 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).1%6 Por otro lado, no inhibe a la colagenasa bacteriana ni a la
termolisina.

Ademis de su funcion inhibidora de MMPs, ¢l TIMP-1 posee actividad de factor de
crecimiento 1a cual es idéntica a la actividad potencializadora de 1a eritropoyesisi2s.126, Se
ha sefialado 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 proliferacién
celulari27,128,129,

La transcripcion del gen de TIMP-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-P que inducen la expresion del TIMP-182130,131.32, El TNF-
o suprime la produccion de TIMP en células corinicas 133,

Entre las citocinas se encuentra la interleucina-6 sobre la cual existen reportes
contradictorios ya que mientras Lotz y col, en 1991134 Sato y col.13s dicen que aumenta la
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expresion de TIMP-1 en condrocitos y fibroblastos humanos, Emmonard y col. 199213
sostienen que no tiene ningin efecto. La oncostatina-M (OM), citocina derivada de
monocitos y linfocitos, el factor inhibidor de leucemias {LIF) y la interleucina-lo
aumentan la expresion de TIMP en los fibroblastos de pulmén y en las células
sinoviales137. Por otro lado Mac Naul y col. 1990138 sefialan que la interleucina-1 no afecta
la expresion de TIMP-1.

El ester de forbol y la hormona luteinizante (TPA y LH) aumentan los niveles de TIMP-1
en las células de la granulosa de ratat3s. El 4cido retinoico estimula la secrecion de TIMP
en células sinovialest4o

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

celulares.
INDUCTORES CULTIVO CELULAR REFERENCIAS
Factor de crecimiento Fibroblastos de pulmdn fetal, piel [ Edwards®,
epidermal (EGF) Colige®
Factor de crecimiento Fibroblastos gingivales sinoviales | Overallss,
transformante B (TGF-B) y de piel humanos Wright!40
Interleucina-6 Fibroblastos de piel y cervicales, | Kordula!'8,
hepatocitos fibroblastos sinoviales | Sodek!0,
y endoteliales humanos Shingu'®?,
Lotz!34, Sato 135
Interleucina-1 Fibroblastos cervicales y de piel, | Ito,”! Lefebvre0
condrocitos de conejo
Factor inhibidor de Hepatocitos de rata Richards"7?
leucemias (LIF)
Esteres de forbol Células de Ia granulosa Mann 19
Hormona luteinizante Células de Ia granulosa Mann!¥ |
Richards'??
Retinoides Fibroblastos de piel y sinoviales | Clarkss,
humanos Wright!40
Factor de necrosis tumoral c. | Fibroblastos cervicales y Ito™
(TNF-a) coridnicos




Los estudios de transcripcion han demostrado que la induccion de la expresion del TIMP-
1 ocurre a nivel transcripcional. Los experimentos de transfeccién temporal del promotor
del gen TIMP-1 murino, han revelado secuencias sensibles a los ésteres de forbol y al
suero41.31 los cudles se encuentran hacia el 5° del sitio de inicio de la transcripcion y son
los sitios de unién para el factor de transcripcién APl (FosiJun) y PEA3, un miembro de la
familia de los proto-onicogen c-e#s. Estos también se encuentran en los promatores del gen
de la colagenasa y de la estromelisina, sugiriendo una base molecular para la expresion
coordinada de las MMPS/TIMP-1. El AP-1 y el PEA3 son factores involucrados en la
regulacion de la transcripcion de TIMP-1141,142.143,144,

Cuadro V1. Sustancias que inhiben la expresién de TIMP en diferentes tipos

celulares

AGENTE TIPO CELULAR REFERENCIA

Factor de necrosis tumoral-o. | Fibroblastos cervicales y Ito?!, Shingu,!82

(INF-t) sinoviales Sot#

Interleucina-6 Fibroblastos de piel humana Emmonard!6

Interleucina-1 Endoteliales MacNaui, 138
Shingu!82

D na Macréfagos alveolares Shapiro$?

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

Goldberg y col3t han demostrado que este inhibidor interactia preferentemente con la
progelatinasa de 72 kDa (procolagenasa tipo IV). El TIMP-2 es expresado por células
cancerosas, mesenquimatosas y neurales; ademas se ha encontrado en el fluido sinovial
formando un complejo con la progelatinasa A145.146.1 16,147,148,

EIl TIMP-2 es secretado por macrdfagos alveolares en forma libre sin formar ningin tipo
de complejots

Se ha demostrado que el TIMP-2 al igual que TIMP-I es una molécula bifuncional ya que
presenta actividad inhibitoria y de factor de crecimiento!#%150,

E! TIMP-2 de ratén presenta 96% de identidad con el TIMP-2 humano lo que sugiere que
se trata de una molécula altamente conservadaisi.



Es interesante scfialar que el TIMP-1 forma un complejo con la progelatinasa B
(colagenasa tipo IV de 92 kDa) y que el TIMP-2 lo forma con la progelatinasa A (
colagenasa tipo IV de 72 kDa). La funcidn regulatoria de estos complejos se
desconoces2153,

TIMP.3, es una proteina de 21 kDa, se le conoce como Chimp 3 (Ckiken inhibitor
metalloproreinases), ha sido descrito en pollos. En los cultivos de fibroblastos
transformados de pollo embrionario, el TIMP-3 favorece la liberacion de las células de la
matriz extracelular, promueve la proliferacion de células no transformadas y la alteracion

fenotipica de las célulasis41ss, Recient , Silbiger y col. han logrado secuenciar el
TIMP-3 en lineas celulares humanas!®s, '

]

Granuloma experimental ind

por carrag

La secuencia de los mecanismos responsables de la repulacién de la colagenasa tanto en
condiciones fisiologicas como patolégicas, no se conoce con precision, Para su estudio y
comprension se han desarrollado numerosos modelos experimentales, uno de los cuéles lo
constituye el granuloma inducido por carragenina en cobayos. Diversos estudios han
demostrado que la inyeccion subcutanea de este polisacarido sulfatado resulta en una
respuesta inflamatoria de predominio mononuclear, scguida de proliferacion de
fibroblastos y depGsito exagerado de matriz extracelular. El granuloma, que puede
alcanzar hasta 15 g de peso himedo, es completamente reversible en 3 a 4 semanas,

El dep6sito de colagena que ocurre en la mayoria de las enfermedades fibrosantes es un
proceso generalmente progresivo e irreversible a diferencia de! granuloma que es un
proceso reversible, hace de éste modelo un sistema ideal para analizar los mecanismos que
operan en €] control del metabolismo de la matriz extracelular .

Pardo y colst%138170178  han desarrollado diversos estudios para explorar los eventos
responsables del depdsito y reabsorcién de coldgena en este modelo experimental. De
manera relevante para el desarrollo de este proyecto, conviene destacar la demostracion de
que la colagenasa intersticial, Gnica enzima capaz de degradar a la colagena tipo 1 en
estado nativo, se encuentra en el tejido desde el tercer dia después de la inyeccion de
carragenina y esti presente durante toda la evolucidn del granuloma. 157138177 Gjp
embargo, mientras parte de la actividad colagenolitica estd inhibida durante los primeros
10 dias, la enzima esta completamente activa en la etapas que acompaiian a la reabsorcién
del granuloma.!™ Asimismo, el anélisis de la actividad inhibitoria de colagenasa en el



mismo granuloma demostrd que ésta se encuentra presente durante toda la evolucion del
mismo, aunque existe un aumento significativo de TIMP libre en a fase de acumulacion de
colagena.’”®

Las células involucradas en la expresion y sintesis de colagenasa y TIMP durante la
evolucion de este modelo experimental, se desconocen. En este contexto, el objetivo de

este trabajo fue:

Analizar la expresion y localizacién celular del mRNA de
la colagenasa intersticial y del TIMP-1 durante el
desarrollo del granuloma inducido por carragenina en

cobayos,



MATERIALES Y METODOS

MODELO EXPERIMENTAL

Cobayos de ambos sexos, con un peso promedio de 500 g, se inyectaron subcutineamente
en la region abdominal con 5 ml. de una solucién estéril de carragenina (Viscarin, Marine
colloids Inc Springfields New Jersey) al 1 % en NaCl 0.15 M de acuerdo al procedimiento
descrito por Pardo y Pérez Tamayo!3?. Grupos de tres animales se sacrificaron, bajo
anestesia, por exsanguinacion cardiaca a los 4, 7, 10 y 14 dias después de la inyeccion de
carragenina.

Preparacién de los tejidos para hibridacién in situ
Fijacién de los tejidos

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

2.- Se fijaron en para-formaldehido al 4 % en amortiguador de fosfatos 0.16
M pH 7.2 en NaCl 0.15M (PBS) por dos horas

3.- Selavaron con glicina 0.2 M en PBS tres veces .

4.- Se dejaron en PBS para su posterior dehidratacién e inclusién en
parafina1s,

Tratamiento de laminillas

1.- Laminillas libres de grasa se sumergicron en una solucién 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 usadas!6o,

Inclusién del tejido en_parafina.

Se realizo de acuerdo al procedimiento descrite por Guelintes.
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El tejido ya fijado se deshidratd en alcohol a diferentes concentraciones;
70, 80, 96 y 100% por una h cada uno.

2.- Se colocé en una mezcla de alcohal-xilo! 50-50 % 1 h.

w
s

Se puso en xilol por 2 h.
4.- Se sumergieron los tejidos en parafina a 60°C por 2h.

5.- Se cortaron secciones de 5 pm con microtomo, y se colocaron en un bafio
Maria a 60°C con gelatinaal 0.1 %,

(=)
"

Se quit6 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 bafio de alcohol al 100 % y un baiio 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 raton. (Proporcionado por Edwards!?¢ D. Cancer Research
Laboratory, University Western Ontario Canada). Es un ¢cDNA, de 0.9 kb,
que se encuentra incorporade en el plasmido pBR322, El sitio de insercién
es BamHI y Pvull, resistente a ampicilina.

4.- Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADP).
Las sondas fueron adquiridas de la American Type Culture Collectidn (ATCC).

La clona TIMP-3.9X contiene el inserto de inhibidor tisular de metaloproteinasas
humanos, tiene un tamafio de 3.9 Kb, la clona total es de 6.7 Kb, es de origen gendmico,
se encuentra en el plamido pTZ, el sitio de insercion es Xbal y es resistente a ampicilinal??,
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La clona pCllasel contiene el inserto de colagenasa humana inducido por TPA, tiene un
tamafio 2,054 Kb, la clona total es de 5.1 Kb, se encuentra en el plasmido pSP64, sitio de
insercion Pst], se recupera con HindIII + Smal, es resistente a ampicilina!?8,

La clona pHcGAP contiene gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa humano, (GAPD)
tiene un tamafio 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 plasmido pBR322, se recupera con Pstl, resistente a
tetraciclina

La clona 16C8 contiene un inhibidor tisular de metaloproteinasa, fue aislada de una libreria
de fibroblastos embrionarios de ratén, tiene un tamaiio de 0.9 kb, es un cDNA, el inserto
presenta una cola de GC, se encuentra en el plasmido pBR322, se recupera con
BamHI+Pwull, es resistente a ampicilina.126

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

Transformacién genética.

La transformacion genética de Escherichia . coli. se realizo usando el método de CaCl,
reportado por Hanahahte2

1.

Se utilizd la cepa SF 8 de Escherichia coli (proporcionada por el Dr.
Fernando Montiel de la Facultad de Quimica de la UNAM). Se sembrd en
medio de Luria (triptona 1%, extracto de levadura 0.5 %, cloruro de
sodio 1%, agar 1.2 %, pH 7.4), sin antibidtico.

2.- Seincubd a 37°C durante 24 h.

3.- Una colonia del cultivo anterior se inoculé a 3 ml. de caldo Luria sin
antibidtico (en un tubo de centrifuga) y se incubd a 37° C toda la noche.

4.- Altérmino se hizo una dilucién 1:50 en caldo de luria y se incubd a 37 °C
con agitacion vigorosa.

5.- Se crecieron las células a una concentracion de 5 X 107a 1 X 108
células/ml (equivalente a una absorbancia a 600 nm de 0.55 - 0.6.), la cual
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se alcanzd en aproximadamente tres horas después de iniciada la
tncubacion,

6.~ Las células se transfirieron a tubos de centrifuga de 50 ml, se enfriaron a
0°C y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 mina4 °C.

7.~ La pastilla se recuperd en la mitad del volumen del cultivo original con
CaCl, 50 mM fiio, se coloco sobre hielo 5 min y se centrifugd a 3000 rpm
10 min a 4 °C. Obteniéndose las células competentes.

8.- Se recuper6 la pastilla en 1/15 del volumen original de CaCl, 50 mM y se
dejé en hielo 10 min.
9.- Las células competentes (0.2 ml) se colocaron en un eppendorf y se les

adiciond | pg del DNA a amplificar (sondas moleculares) disuelto en 0.1
ml Tris 10 mM pH 7.5 dejandose incubar en hielo por 25 min.

10.-Posteriormente se aplicé un choque térmico a 37°C por 2 min (6 a 42°C),
las células se dejaron a temperatura ambiente 10 min.

11.-Las células transformadas se colocaron en tubos de centrifuga con 3 ml de
caldo Luria sin antibidtico y se incubaron 1 h a 37°C sin agitacion,

12.-Se centrifugaron a 3000 rpm 10 min a temperatura ambiente.
13.-Se resuspendid la pastilla con 0.1 ml del liquido residual,

14.-Las células se transfirieron a cajas selectivas apropiadas (ampicilina 6
tetraciclina segiin el caso), encontrandose las colonias resistentes a las 24h,

El medio de cultivo selectivo se preparé adicionando 20 mg por cada litro de medio del
antibidtico deseado. Usualmente el antibidtico se prepara en una solucion stock a una
concentracion de 50 mg del antibigtico por ml de agua (5 mg/ml de etanol en el caso de
tetraciclina), se estetiliza por filtracion (0.22 pm) y se guarda a -20°C hasta su uso.

Las células competentes se conservaron en glicerol estéril a una concentracion final de
15% mezclandolas suavemente y congelando inmediatamente en un baiio de hielo seco-
etanol para su almacenamiento a -70°C.
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Amplificacién del DNA plasmidico.

Protocalo basado en el procedimiento de Bimboin y Dolyté

' 1.-
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Escherichia .coli transformada se cultivd durante toda la noche a 37°C en
500 ml de medio Luria con ampicilina en agitacién intensa (250rpm).

Las células se cosecharon las células por centrifugacion a 4000 x g 15 min
.2a4°C. :

La pastilla se resuspendié en 10 m! de una solucién de lisis (glucosa 50
mM, Tris-HCL 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM ) conteniendo 5 mg/m! de
lisozima.

El cultivo asi tratado se transfirid a tubos de centrifuga y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min,

Se agregaron 20 ml de una solucién recién preparada de NaOH 0.2 N,
SDS 1% Se mezcld por inversion 5 a 6 veces (solucidn clara y viscosa) se
colocé en hielo durante 10 min.

Se adicionaron 15 ml de acetato de potasio 5 M frio pH 5 y se mezcld por
inversién dejando en hielo por 5 min mas al cabo de los cuales se
centrifugé a 13000 x g durante 20 min a 4°C.

Purificacién del DNA plasmidico.

1.

[
!

w
'l

El sobrenadante obtenido en la etapa anterior se transfirio a dos tubos
corex y fueron adicionados 0.6 volimenes de isopropanol, se mezclaron y
se dejaron a temperatura ambiente por 15 min.

Se centrifugd a 13000 x g durante 30 min a temperatura ambiente.

La pastilla se lavé con etano! al 70 % y se resuspendid con 1 ml de buffer
Tris-EDTA (TE).

Se adicioné RNAasa (20 pg/ml) y se incubd por 2ha 37 °C.

Se agregd un volumen igual de fenol equilibrado con Tris 0.1 M y un
volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1), se
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mezcld por inversion y se centrifugé en una microcentrifuga a alta
velocidad.

6 - El DNA plasmidico se colectd en la fase acuosa (superior} y la fase
orgénica se reextrajo con 0.5 volimenes de Tris 0.1 M pH 7.4,

7.- A la fase acuosa se le adiciond 1710 de volumen de acetato de sodio 3 M
pH 7.5 y 2.5 volamenes de etanol frio y se dejé a -20°C por dos horas

Se centrifugda 11000 x g y se recuperd la pastilla con 1.6 ml. de agua
desionizada estéril, agregando 400 pl de NaCl 4 M y 2 ml de polietilen
glicol al 13 %. Se mezcld y se incubd sobre hielo por una hora.

Se centrifugd a 10000 x g durante 10 min a 4°C y la pastilla fue
resuspendida en agua desionizada estéril, se guardd en congelacién hasta

hd
]

su uso.

Purificacién de los Insertos (Sondas Moleculares)

Protocolo basado en el procedimiento de Girvitz et al 164.

Digesti6n enzimdtica.

1.- 1 pl del plasmido que contiene a TIMP de ratén fue digerido con 1 ul
Pwull (Gibco) y 1 pl de buffer de mediana concentracién de sales (NaCl
60mM, Tris-HCI 50 mM, MgC! 7 mM) por 1 h a 37 °C. Posteriormente se
le adicioné 1.0 pl de BamHI y buffer de alta concentracién de sales (100
mM NaCl, 20mM Tris-HCL, 7 mM Mg Cl} por 1 horaa 37 °C.

2.- 1 pl del plasmido que contiene procolagenasa tipo I se digirié con 1 ul de
Xma + HindIII con buffer alta concentracion de sales.

3.~ 1 pl del plasmido que contiene GAPD se digirié con un pl de Pst y Xba
con buffer de mediana concentracion de sales por 1 ha 37 °C.

4.- 1 pl del plismido que contiene TIMP humano fue digerido con 1 pl de
Xbal con buffer de mediana concentracion de sales durante I ha 37°C
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Al finalizar e! tiempo de incubacion de cada uno de los plasmidos, fueron
independientemente adicionados con ¢l buffer de carga (37% sacarosa, 50mM de EDTA,
0.01% SDS y 0.1% de azul de bromofenol)

Electroforesis en geles de aparosa.

1.-

ta
%

7.-

o
N

9.

El DNA digerido se separd por electroforesis en geles de agarosa al 1%
que contienen bromuro de etidio 0.5 pg /ml.

La banda de interés se localiz6 con la ayuda de una limpara de luz
ultravioleta de onda corta y con un bisturi se hizo una incisién por debajo
de dicha banda.

Se colocd en la incisién una membrana de DEAE-Celulosa (Whatman DE
81) previamente tratada con NaCl 2.5 M. y se aplic6 un voltaje de 100 V
(de 3-5 min)

La electroforesis se continud hasta que la banda se transfirié a la
membrana

La membrana se colocd en un tubo eppendorf, se adiciond 200 pl de NaCl
1.5M en TE pH 7.5 y se dejoé toda la noche a 4°C.

EI DNA se recuperd mediante un pulso de centrifuga de 45 seg para su
elucién y posterior extraccién con un volumen de fenol-cloroformo y otro
de cloroformo/isoamilico (49:1)

Se centrifigd 10 min en una microcentrifiuga y se recuperd la fase acuosa
precipitandola con I ml de etanol frio.

La pastilla se recuperd con 10 pl 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 Northern Blot se utilizd la sonda marcada con a-32P-dCTP, por la técnica
de Random Primer descrita por Feinberg Volgeistentss y bajo las condiciones -
recomendadas por el fabricante (Dupont, Research Products } empleando un kit comercial.

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

ul de TE, y se colocaron en un bafio Maria a ebullicion por 5 min.

[N
v

Se coloco inmediatamente en hielo y se le adicionaron 6 pl del buffer RPE
5X (Random Primer Extension buffer), 6 pl de la mezcla de
desoxinucledtidos trifosfatados (5X), 5 ml de o-2?P- dCTP.(Actividad
especifica 6000 Ci/mmol)

w
‘"

La reaccién sc inici6 por la adicion de 1 pl de fragmento Klenow de la
ADN polimerasa, la mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 3
hrs.

a
M

La reaccion se detuvo por la adicion de 2 pl de EDTA 0.5 M.

w
¥

La precipitacion del ADN marcado se logrd por la adicion de 10 pl de
ADN acarreador (ADN de esperma de salmon 5 mg/mt), 5 ul de Acetato
de sodio 3 M pH 7.5, y 125 p! de etanol frio, dejandose reposar 5 min a
temperatura ambiente.

o
'

Se centrifugd 10 min en una microcentrifuga.

~3
"t

Con la ayuda de una micropipeta se descartd cuidadosamente el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 200 ul de TE .

Para calcular Ia actividad especifica alcanzada, se colocé un pl de la sonda
marcada con a-32P-dCTP en un eppendorff de 0.5 mly se introdujo en un
vial de centelleo seco y se determiné por exposicion de la muestra 2 un
aparato de centelleo por un min.
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B.- Con biotina para hibridacién in situ.

Para efectuar la técnica de hibridacion in sitx, la sonda (TIMP y colagenasa) fue marcada
por la técnica de Nick Translationiés siguiendo las instrucciones del praveedor (Enzo
Biochemical) en la presencia de Bio-16-dUTP, (anilogo biotinado de! TTP). La reaccidn
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 -20°C
hasta su uso.

1.- En un eppendorf se colocaron 5 pl de plésmido (1 ug de DNA total).

2.- Se marcaron con 10 pl de solucién de desoxinucledtidos (A-4 = dATP 0,2
mM, dCTP 0.2 mM dGTP 0.2 mM, tris-HCI 500 mM pH 7.8, MgCl 50
mM y 2-mercaptoetanol 100 mM).

3.- Continuando con 10 pl de DNA polimerasa (DNA polimerasa 0.4 U/ml,
DNAasa I 40 pg/ml, Tris-HCL 50 mM pH 7.5, Acetato de magnesio 5
mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, PMSF 0.1 mM y 100 ug/ml! de albimina
sérica bovina libre de DNAasa).

4.- Finalizando con la adicion 2 p! de Bio-16-dUTP (0.3 mM en 50 mM Tris-
HCI, pH 7.5). y 23 pl de agua destilada y dejando 30 min a 37°C.

6.- La reaccién fue detenida con 3 pl de EDTA 300 mM, pH 8.0.

Deteccién de la Sonda Biotinilada.

Con el objeto de verificar la incorporacion de nucledtidos biotinados en las diferentes
sondas moleculares usadas, se llevo a cabo la deteccion de estas luego de adherirlas a
filtros de nitrocelulosa por la técnica de Dot Blotie?

1.- Se colocaron 10 pl de las diferentes diluciones de la sonda biotinada en
filtros de papel de nitrocelulosa poniéndolas a2 80°C por 2 h.

2.- Después de la fijaci6n, los filtros fueron colocados en una solucion de
prehibridacion conteniendo; albimina sérica bovina al 1 % (BSA) y
formamida al 50 % .
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La prehibridacion se llevé a cabo durante 1 hr. a temperatura ambiente y
con agitacion ligera y constante.

Se retird la solucion anterior y se adicion el complejo ABC-Vector Labs.
(de acuerdo con la metodologia que se describira en hibridacion in situ)
diluido en amortiguador de fosfatos salino (PBS) (fosfatos de sodio 10
mM pH 7.2 en NaCl 0.85 %) incubandose a 37°C durante una hora.

Se retird la solucion y se enjuagé con PBS.

Se reveld la reaccion con una solucion de diaminobenzidina (DAB) al
0.1% y perdxido de hidrogeno al 0.02 % en PBS.

La reaccion se detuvo eliminando la solucion de DAB y enjuagando con
agua destilada.

Los filtros se dejaron secar al aire y se analizaron.

Hibridacién in sifu con la sonda biotilinada y revelado con peroxidasa

El protocolo de hibridacion se basé en el descrito por Jiménez-Garcia y col.169, A partir
del original de Gall y Pardue!, Pardue y Gallt”1 y Singer y col. 172,

1

Los portaobjetos con los tejidos ya fijados fueron hidratados con etanol
100% y 95 % y PBS dos veces, tres min. cada vez.

Se adiciono peroxido de Hidrogeno al 3% en agua por 5 min para eliminar
la peroxidasa endégena

Los portaobjetos se lavaron 7 veces con PBS 10 min cada vez.
El tejido fue permeabilizado con acetona al 100 % a -20°C por 3 min.
Los portaobjetos se lavaron 5 veces con PBS 10 min cada vez.

Se aplicaron 40 pl (12 ng sonda) de 1a mezcla de hibridacién sobre cada
portaobjetos.
La mezcla de hibridacién consistié en: formamida al 50% , SSC 2X, BSA
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) 0.2%, sulfato de dextran 10 %, DNA esperma de saimén 0.1 % y 0.3
mg/ml de la sonda biotinada. Precalentada a ebullicion inmediatamente
antes de su uso. .

Se incubd a 37°C durante 16-24 h en cimaras himedas.

NS
:

Los portaobjetos conteniendo el tejido hibridado fueron flotados y
enjuagados tres veces con PBS por 10 min cada vez.

9.- La hidridacion con la sonda biotilinada se detectd en el tejido mediante la
incubacion por una hora a 37°C con ¢l complejo avidina-biotina-
peroxidasa de rabano (complejo ABC, Vector Laboratories), 2 gotas del
reativo A mas 2 gotas del reactivo B y 10 ml de PBS, preparados 30 min
antes de su uso.

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

11-El complejo ABC fue visualizado por la adicion de DAB
(diaminobenzidina) al 0.1 %, con perdxido de hidrogeno al 0.02 % en PBS,
preparado en el momento de su uso. -

12.-E! tejido fue lavado con PBS y el precipitado café obscuro de los sitios de
hibridacion fue intensificado can tetradxido de Osmio (0sO,) 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 %), pasindolas
por xilol. Las laminillas se montaron en balsamo de Canada.

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

7 ¥ 1

in situ e Inmu ién

Un protoclo combinado para hibridacion in situ, seguido de inmunolocalizacion fue
realizado de acuerdo con Jiménez-Garcia y col.17.
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Los tejidos fueron lavados tres veces con PBS de 10 min cada uno y
permeabilizados con triton X-100 al 0.2 % y suero normal de cabra 0.5 %
por S min a4°C.

Los portaobjetos fueron enjuagados dos veces con PBS, 10 min cada una
yen 8SC 2X 5 min.

Se adicionaron 20 pl de la mezcla de hibridacion para alcanzar una
concentracion final de sonda marcada 5 ng/ml, SSC 4X, BSA 1 % y de
sulfato de dextran 10 %. a cada uno de los portaobjetos colocéndolos en
una camara hiimeda por 16 h a 42°C.

La mezcla de hibridacion, en este caso, estuvo compuesta por 100 ng de
sonda marcada con biotina, 20 pg de RNAt de E.coli liofilizada, disueltos
ambos componentes en 10 pl de formamida desionizada y
desnaturalizados por calentamiento a 70 C durante 10 min, colocéindolos
en hielo al término. Posteriormente se adiciond el buffer de hibridacion
conteniendo 4 ! de dextran sulfato 50 %, 4 pl BSA al 5 % y 2 ul de SSC
20X,

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 1X por 30 min a
temperatura ambiente para cada lavado,

Para detectar el hibrido por florescencia, las células fueron incubadas con
SSC 4X, BSA 0.25% y 2 mg/ml de isotiocianato de floresceina-avidina
(FITC, Vector Laboratories), incubando 90 min a temperatura ambiente
en la obscuridad.

Los portaobjetos fueron lavados con SSC 4X por 30 min a 1emperatﬁra
ambiente y con SSC 4X/tritén X-100, 0.1% tres veces por 10 min cada
vez.,

La inmunolocalizacién se realizd de acuerdo con Spector and Smith
1986.196 Usando un anticuerpo monaclonal de antivimentina (Dako) a una
dilucion de 1:5 en PBS incubando a 37°C por 30 min.

Se lavo tres veces con PBS por 2 min a temperatura ambiente,
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9.- Se adiciond el segundo anticuerpo, (Anti IgG de ratén) marcado con
Texas red horse (Vector laboratories) a una dilucién de 1:20.en PBS por
30 min a 37°C.

10.-Las células fueron contrateiiidas con 4,6-diamidino-2 fenilindol-2
clorhidrato (DAPI) a una concentracion de 1 mg/ml.

11.-Los portaobjetos fueron montados en glicerol al 90 % PBS 10 % més n-
propil galato 4 % (w/v).

12.-Las células fueron examinadas con un microscopio Nikon FXA
epifluorescente equipado con abjetivos de 60 X, 1.4 NA,

13.-Todos los controles para las hibridaciones no especificas fueron realizadas
con pSP64 o pTZ (plasmido sin el inserto)

Extraccién de RNA celular

Fibroblastos de pulmén de cobayo JH4 clona 1 de la ATCC CCL 158 (pasaje 30). Fueron
cultivados en medio Ham's F12K (Sigma) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Gibco, BRL), adicionado penicilina (100 U/ml), estreptomicina (10 mg/ml) y 0.25 mg/ml
de anfotericina B. (Sigma)

1.- Los crioviales conteniendo a los fibroblastos se descongelaron
réapidamente a 37°C, El contenido se colocd en un tubo de 15 ml con
medio y 10 % de suero fetal bovino, (descomplementado previamente a
56°C por 30 min y se centrifugd a 800 rpm durante 10 min.

2.- La pastilla se recuperd con medio de cultivo adicionado de sucro fetal
bovino y se sembrd en una caja de 25 cm?, (falcon)

3.~ Seincubaron a 37°C en un ambiente himedo y con una atmésfera de 5 %
de CO, + 95 % de O,. El medio se cambié de dos a tres veces por
semana, hasta llegar a semiconfluencia.

Los fibroblastos fueron estimulados con acetato de forbol miristato (PMA) a una
concentracion final de | X 10°* M (0.01 mg/ml) por 24 hr.
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El medio fue removido y las células fueron lavadas con PBS estéril adicionandoles 2 mi de
solucion de lisis para la extraccion del RNA de acuerdo a la técnica de Chomeynskyse
como se describird més adelante.

Purificacién de RNA Total

El RNA total fue aislado de acuerdo con los métodos de Chomcynski y Sacchitég que
combina la extraccion de RNA con tiocianato de guanidina y fenol-cloroformo,
obteniendo preparaciones de RNA puras y no degradadas. A continuacion se describe el
procedimiento.

1.- 100-200 mg de tejido fresco fue homogenizado en un politron (Brinkman
instruments) a maxima potencia durante 20-30 segundos en 2 ml. de una
solucion (isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM pH 7.0,
sarcosil 0.5% y 2-mercaptoetanol 0, 1M).

»
)

El homogenado se transfirid a un tubo corex de 50 ml. y se adicionaron.
0.2 ml de acetato de sodio 2M pH 4.0, 2 ml de fenol saturado en agua y
0.4 ml de cloroformo. La suspension final se agitd y se enfrio en hielo por
15 min y se centrifugaron a 10000 x g por 30 mina4° C.

3.- El RNA contenido en la fase acuosa (superior) fue precipitado con un
volemen de isopropanol, 60 min a -70°C y se centrifugaron a 10000 x g
durante 20 mina 4° C.

Lol
1

La pastilla de RNA fue disuelta en 0.4 ml.de solucién desnaturalizante y
extraida con un volumen igual de fenol-cloroformo y puesta a -20°C. por
5 min.

w
Xl

La fase acuosa fué precipitada con 2.5 volimenes de etanol y NaCl 0.1 M
y se coloco a -70°C por una hora y se centrifugo a 10000 x g por 30 mina
4°C.

o
1

La pastilla de mRNA fue disuelta en 50 pl de una solucién 10 mM Tris-
HCl pH 7.0+ 1 mM de EDTA (TE) .
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Electroforesis,
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Para la lectura a 260/280 se tomaron 2 pl de la solucién de MRNA total
en un 1.0 m! .de TE las lecturas se hicieron por duplicado.

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

Thomas 174

1.-
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Transferencia.

Se preparé un gel de agarosa al 1 % en buffer MOPS (Acido 3(N-
morfolino propanosulfonico).y se colocd en el molde del aparato de
electroforesis.

1 gr. de agarosa fue disuelta en 75 ml de agua y se colocd en un homno de
microondas por 3 min, se le adiciond 8.3 ml de MOPS 12 X (MOPS 0.24
M, Acetato de Sodio 0.06 M, EDTA disddico 0.012 M) y 16.25 ml de
formaldehido al 37%.

Las muestras de RNA total se desnaturalizaron y fueron colocadas con la
solucién de carga en el gel.

15 pg de mRNA total se colocaron por 15 min a 65°C en 23 pl de
solucidn desnaturalizante (formamida 50%, MOPS 1X, Formaldehido 6 %
)y se adicionaron 3 pl de solucidn de carga (azul de bromofenol 0.25 %,
xileno-cianol 0.25 % y glicerol 40%).

.- Las muestras fueron corridas por 16-13 ha 10 V.,

Al finalizar el corrimiento electroforético el gel se saco del molde y se
enjuagd varias veces con agua destilada equilibrandolas con SSC 10X
(Cloruro de sodio 1.5 M y citrato de sodio 0.15 M) durante 15 min a
temperatura ambiente.

El RNA desnaturalizado fue transferido a membranas de nitrocelulosa o de nylon de
acuerdo al procedimiento descrito por Southerm7s,
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1.- Se prepard el sistema de transferencia por capilaridad, colocando sobre

Hibridacién.

1,

una placa de vidrio de 26 X 12 cm 2 hojas de papel whatman 3 mm
previamente humedecidas en SSC 2X.

El gel fue colocado de espaldas sobre el soporte silido. Enseguida se puso
la membrana de nitrocelulosa o nylon de 0.45 pm de 11.8 X 14 c¢cm
previamente humedecida en SSC 2X,

Las burbujas que quedaron atrapadas entre el filtro y el gel se eliminaron
con la ayuda de una varilla.

Saobre 1a nitrocelulosa o el nylon se colocaron de 3 a 5 hojas de papel filtro
Whatman 3 MM humedecidas en SSC 2X y 10 cm de papel absorbente
(papel filtro, sanitas, esponja).

Finalmente se coloco una placa de vidrio y un objeto de unos 300-500 g
de peso, para facilitar el contacto intimo de los diversos elementos.

La transferencia se llevo a cabo durante toda la noche a temperatura
ambiente,

Al finalizar la transferencia se retiraron los papeles absorbentes, la
membrana  se enjuagd en SSC 2X y se colocd entre dos hojas de
‘Whatman 3 MM y se puso a 80°C por dos h,

Se tifid 1a membrana de nitrocelulosa o de nylén con una solucién de
bromuro de etidio (0.5 pug/ml) por 3 min y se enjuagd con agua
desionizada estéril toda la noche,

Se observo el blot en un transiluminador de U.V. de onda corta de 300 nm
(Hoefer Scientific Instrumental), se obtuvieron las fotografias del mismo.

Los blots fueron colocados en bolsas de plastico y se prehibridaron con 20
ml.(75 ml/em? de filtro) de buffer colocandolos a 42°C de 3 a 24 h,
El buffer de prehibridacion contiene formamida 50%, SSC 5X , fosfato de
sodio 0.05 M pH 6.5, SDS 0.1 %, solucién Denhard's 5X y DNA esperma
de salmén 0.1 mg/ml .
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El buffer de prehibridacion fue removido y colocado el de hibridacién con
la sonda marcada.(con 20 X 106 cpm por blot).

El buffer de hibridacién fue preparado con formamide 50 %, SSC 5X,
fosfato de sodio 50 mm PH 6.5, solucion Denhard's 1X y dextran sulfato
10%.

Por otro lado Ia sonda marcada con a-%?PdCTP y el DNA esperma de
salmén fiteron desnaturalizados por 5 min a 100°C, colocados sobre hielo
por 1 min, y adicionéndole al buffer de hibridacion.

Los blots fueron hibridados por 16-20 ha 42°C.

Posteriormente los blots se lavaron cuatro veces con SSC 2X/SDS 0.1%
por 5 min a temperatura ambiente y cuatro veces con SSC 0.1X/SDS
0.1% por 15 min cada vez a 42°C y una vez a 55°C.

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

En el cuarto oscuro se colocd la pelicula de rayos X de Kodak y se puso -
70°C por 48-72 h.

Las peliculas fueron colocados en una solucién reveladora (GBX, Kodak)
por 5 min, enjuagados con agua 1 min y sometidas en la solucién fijadora
(GBX, Kodak) por 5 min y finalmente lavados con agua de la llave y
secados a temperatura ambiente,



RESULTADOS

1.~ Purificacién y amplificacion de las sondas

Se amplificaron y purificaron los plismidos portadores de las secuencias codificantes para
colagenasa, TIMP humano, gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa humano y TIMP de
raton,

En Ia figura 3 se muestran los resultados obtenidos despues de amplificar y purificar los
plésmidos anteriormente mencionados. (1A, 44, IB, y IC)

Se puede apreciar que después de la digestion con Xba + HindlIII se obtuvo una banda de
2054 Kb correspondiente al inserto de procotagenasa humana, (3A)

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

Después de la digestion con Pst + Xba se observa una banda de 1.2 Kb que corresponde al
inserto purificado de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. (3B)

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

A 8 ¢

Fig 3. Presenta cn los carriles 1 los pldsmidos amplificados y purificados, en los carriles 2
los pldsmidos digeridos y los 3 los mscnos purificados. En la foto 3A los tres
primeros carriles corresponden a Mind [11+Smal; los scgundos a
TIMP humano/Xbal, La IB GAPD/EcoRI+Hindlll y fa 3C TIMP do
ratb/Pvull+Bamil. Ef carril 4 de 1a Gigura 3A y 3B corresponde al fago Lamnda
digerido con EcoRI+Hindliil
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2.- Expresion de mRNA de colag por fibroblastos de cobayo. Aniilisis por
Northern blot

Debido a que se ha demostrado una baja similitud entre colagenasas de diversas especies
(humana, ratén) se decidio 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 tefiidos con
bromuro de etidio.

Figd. A diografia del Northern blot de fibrobl, de cobayo (carril 1) y de humanos
(carril 2), usando sonda de colagenasa humana,

Fig §. Tincién con bromuro de ctidio de RNA total de fibroblastos de cobayo (carril 1) y
humano (carril 2) estimulados con PMA.



Fig 6, Hibridacion im sitv del granuloma de carragenina de 14 dias, usando la
sonda de TIMP de ratén marcada con biotina. El panel A represemta la
sefial intensificada con tetraéxido de osmio. El panel B es 1a misma sefial
contrastada con una tincion celular de hematoxilina-cosina.

3.- Hibridacion in situ y localizacién celular

a) Sonda marcada con biotina y revelada con peroxidasa.

Inicialmente se utilizo la sonda de TIMP de ratén marcada con biotina y revelada con
peroxidasa, la hibridacion se realizd en cortes de granuloma a los 7 y 14 dias post-
inyeccién de carragenina. Los resultados mostraron que a ambos tiempos habia células que



39

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 us6 un anticuerpo
monoclonal antivimentina (identifica células de origen mesenquimatoso. fibroblastos). Sin
embargo no se logrd detectar la vimentina en los fibroblastos, ya que el método de
marcado con biotina y revelado con peroxidasa en la hibridacion in situ enmascara la
coloracién que se obtiene por la reaccion del anticuerpo con el antigeno; por lo que se
decidié cambiar el método de deteccion del hibrido usando fluorescencia en lugar de
peroxidasa de rabano.

b) Sonda marcada con biotina y revelada con fluorescencia

La hibridacién in sifu y el uso de un anticuerpo anti vimentina, permitieron la localizacion
de los mRNA para colagenasa y TIMP, asi como también la deteccién de los fibroblastos
(positivos. a vimentina). Ademis se usd una tincién con 4',6-diamidino-2 fenilindol-2HCI|
(DAPI), para tefiir el nicleo celular y observar st morfologia. y el nimero de organelos
Para visualizar la morfologia del tejido se utilizé un microscopio con contraste diferencial
de interferencia de acuerdo a Nomarski.

La figura 7 muestra la localizacién del mRNA para colagenasa y vimentina en las
diferentes etapas de la evolucion del granuloma, a los 4 y 7 dias después de la
administracion 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
dias hay mas 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 esta excluida del niicleo como lo demuestra la
tincion con DAPI (panel D)

Con respecto a la localizacién del mRNA de TIMP-1, (fig. 8) se observa un patron similar
al de mRNA de colagenasa durante todas las fases del granuloma, A los 4 y 7 dias la
expresion del mensaje solo se presenta en los fibroblastos, A 10 y 14 dias 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 ms células a los 14 dias
que a los 10 dias.



Fig 7. A.-Contraste difercncial de interf ia segiin Ni ki B I ia con
anticucrpo anti vimentina C.- Hibridacién con sonda de colagenasa humana, D.-
Tincién especifica de niiclcos. Modelo Granuloma de Carragenina a los dias 4, 7, 10,
yl4.
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Fig8. A.-C diferencial de interferencia seglin N ki B.-Ii i} ia con
anticuerpo anti vimentina, C.-Hibridacién con una sonda de TIMP humano. D.-
Tincidn especifica de nicleos. Modclo Granuloma de Carragenina a los dias 4, 7, 10,
y 14,
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4.- Anilisis por el método de Northern Blot de la expresion de colagenasa y TIMP
en tejidos.

El anélisis por Northern Blot se llevo a cabo para establecer el patron de expresion
deé la colagenasa en los 4 tiempos estudiados. El mRNA para colagenasa fue

detectado a los 10 y 14 dias después de la induccidn del granuloma, con niveles mas

altos a los 10 dias. Una sefial muy débil fue observada a los 4 y a los 7 dias, La

rehibridaciéon de los mismos filtros con un ¢cDNA para gliceraldehido-3-fosfato

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

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

La hibridacion con TIMP fue siempre negativa .

A B € D

Fig 9. Northcrn Blot usando 10 pg de RNA del granuloma de carmgcnmn por linca, Los
blots fucron hibridados con una sonda de col
radiactivamente. A,- RNA 4 dias, B,- RNA 7 dias, C.- RNA 10 dias y D.- RNA 14
dias,
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue identificar los tipos celulares responsables de la expresion
de colagenasa intersticial (MMP-1) y TIMP en las distintas etapas del desarrollo del
granuloma. Los principales tipos celulares presentes durante la evolucion de este modelo
son los leucocitos polimorfonucleares, los macréfagos y los fibroblastos. Los neutrdfilos
desaparecen antes del inicio de la reabsorcion de la matriz extracelular, y las principales
células inflamatorias que se encuentran presentes en el granuloma son los fagocitos
mononucleares. El nimero de fibroblastos aumenta progresivamente con el tiempo y
durante la fase degradativa son los elementos celulares predominantes coexistiendo con los
macréfagos. 156

En este estudio encontramos por hibridacién in situ, que durante la fase de depésito de
matriz extracelular, s6lo los fibroblastos expresaban el mRNA de colagenasa intersticial y
el TIMP-1. En todos los campos examinados sélo se encontraron células vimentino-
positiva expresando el mensaje. Este hallazgo fue sorprendente ya que en estas etapas
existen numerosos macréfagos mezclados con los fibroblastos, y se ha demostrado que los

macréfagos son prominentes productores de colagenasa intersticial, al menos in
Vifro'86.187,188,189,

Este hallazgo, es similar al reportado en otros tejidos durante las etapas tempranas de
reparacion tisular. En este sentido, Girard y col.19 han demostrado en el modelo de lesién
de comea que los fibroblastos son las dnicas células que sintetizan colagenasa en el primer
dia después de la agresion. Asimismo, también se ha demostrado que los fibroblastos,
producen colagenasa en la piel después de una herida!?!

En contraste, alos 10 y 14 dias de la evolucién del granuloma, cuando se est llevando a
cabo la degradacion masiva de la matriz extracelular, se detectaron células vimentino-
negativas, presumiblemente macréfagos, que también expresaban el mensaje tanto para la
enzima como del inhibidor. Existen numerosos trabajos reportando Iz produccion de
colagenasa y TIMP in vitro por macrofagos estimulados, 156 187, 188.189

Los posibles mecanismos que explican porque los macréfagos no producen colagenasa y
TIMP en los primeros dias de la evolucién del granuloma se desconocen. Una posible
explicacion de esta expresion relativamente tardia por los macrofagos podria estar
relacionada a Ia diferenciacion fagocitica-mononuclear. Se podria hipotetizar que los
macrofagos que llegan al sitio de la lesion después de la agresién de carragenina son
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monocitos, los 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 macrofagos varia
con el tiempo, con un patrén altamente caracteristico. En las etapas tempranas existen
diferentes tipos de inclusiones citoplasmicas, algunas con estructuras membranosas. En
contraste, en las etapas posteriores, el citoplasma de los macréfagos muestra muchas
vacuolas pequefias e irregulares generalmente vacias o con material granuloso!’6, Se sabe
que la diferenciacion de células monociticas en los tejidos comprende, junto con cambios
morfologicos, diversas modificaciones bioquimicas que incluyen una transicion en el perfil
de las proteinasas sintetizadas, Asi por ejemplo, se ha demostrado que la diferenciacion de
las células monociticas U-937 es acompaiiada por un marcado aumento en la produccidn
tanto de colagenasa intersticial como de TIMP, %2

Otra posible explicacion fisioldgica para el tardio compromiso de los macréfagos en la
degradacion de la coligena, podria estar relacionada con la estimulacion de macréfagos
por cambios en el microambiente, Se ha propuesto que las modificaciones en la cantidad y
composicion de la matriz extracelular pueden influir en el comportamiento de los
macréfagos. En este sentido, Shapiro y col'® encontrd que la exposicién de macréfagos
alveolares humanos a coldgenas tipo I y III estimulaban la expresion de colagenasa
intersticial. En este mismo estudio, ellos encontraron que la sintesis de TIMP también se
increment6 aunque en una magnitud inferior.

Podriamos especular que en el modelo de granuloma inducido por carragenina, ambos
mecanismos operan. Por un lado la diferenciacion de los monocitos a macréfagos
activados y por e otro los cambios dinamicos en el microambiente que se reflejan por la
acumulacién de matriz extracelular, podrian explicar el porqué los macréfagos aparecen
"tardiamente" expresando colagenasa y TIMP.

Finalmente los estudios por Northern Blot revelan que los niveles de mRNA para
colagenasa son diferentes en los dias examinados. En este sentido la participacion de los
macréfagos en la degradacion de coligena 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, o que
apoya la nocidn de que esta técnica es menos sensible que Ia hibridacion in situ'93 puesto
que permite la localizacion célula por célula.
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CONCLUSIONES

1) Los genes de Colagenasa y TIMP se expresan en todos los dias analizados en el
presente trabajo, [o que corrobora que tanto la enzima como el inhibidor se expresan
tanto en la etapa de depdsito de matriz extracelular y en la de reabsorcion.

2) Los fibroblastos son el tipo celular que expresa el mRNA de colagenasa intersticial y
TIMP1 durante toda la evolucion del granuloma.

3) Los macrofagos expresan el mRNA para la colagenasa y el TIMP-I exclusivamente en
la etapa degradativa,
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