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INTRODUCCION

a. La matriz extracelular.

La matriz extracelular desempefia un papel importante en el
mantenimiente de ia integridad estfructural de los organismos muiticelulares, en la
conservacion de la forma de su cuerpo y de sus organos. Sin embargo, esie
material estructural esta lejos de ser una susitancia de soporte inerte como se
pensaba en el pasado, por el contrario, la matriz desempefia un papel activo y
complejo en la regulacion de procesos basicos de tas células que tienen contacto
con ella, gjerciendo un profundo efecto en su desarrolio, migracion, proliferacién,
diferenciacion, forma y funciones metabdlicas.

La matriz extracelular esta conformada por una gran variedad de
moléculas v su composicién estructural basica comprende, entre oiras, a las
colagenas que son las responsables de la resistencia mecanica de los tejidos
conjuntivos, la elastina que le confiere cualidades de flexibilidad y elasticidad, y
los proteoglicanos que son esenciales para la adhesividad. Asimismo, para
mantener esta estructura, existe un equilibrio dinamico entre la sintesis y la
degradacion de los componentes de la matriz (1).

La matriz extracelular en animales adultos, se encuentra sometida
a un recambio continuo que depende de las diferentes condiciones fisiologicas en
distintos érganos. Los componentes de la matriz son degradados por enzimas

proteoliticas extracelulares que son secretadas localmente por diferentes tipos



celulares. Numerosos estudios sugieren que la familia de las metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs de su abreviatura en ingles Matnx
Metalfoproteinases), son los mediadores fisiclogicos mas importanies en fa
remodelacion de la matriz extracelular (2, 3).

E! conocimiento relacionado con el nimero y tipo de moléculas
que constituyen la matriz vy las funciones que desempefan en condiciones
fisiologicas, asi como su papel en algunas enfermedades hereditarias o
adquiridas ha aumentado en los dltimos afios. Asi por ejemplo, la artritis
reumataide, la cirrosis hepatica, ia fibrosis pulmonar, la invasividad de algunos
canceres, el enfisema pulmonar y la artercesclerosis, representan enfermedades
en las cuales la matriz extracelular asi como las enzimas que ta degradan, estan

involucradas (1).

b. La familia de las metaloproteinasas.

La familia de las MMPs consiste de numerosas enzimas
estructuralmente relacionadas capaces de digerir diferentes macromoléculas de Ia
matriz extracelular. A la fecha, se han clonado por lo menos dieciocho miembros
diferentes de esta familia que tienen en comin un dominio propeptidico y un
dominio catalitico de union al zinc (2,3).

Los dominios que se han encontrado en estas enzimas y que han dado lugar a
una clasificacion de Jas MMPs son los siguientes:

1) Un dominio propeptidico, responsable de la latencia de las proenzimas, éste



contiene un residuo de cisteina que forma un compuesto coordinado con el
zine presente en el dominia catalitico. Asi en la proenzima el domino catalitico
estd enmascarado y el zimdgeno es inactivo.

2) Un dominio catalitico esencial para la actividad enzimatica que contiene los
sitios de unién al calcio y al zinc.

3) Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra.

4} Un dominio carboxilo terminal semejante a hemopexina ( llamado asi, debido a
que muestra una secuencia similar a la proteina de plasma: hemopexina ).

5) Un dominio de union a membrana.

Dependiendo de la estructura de dominios y de la afinidad de
sustrato se han clasificado a las MMPs en cuatro subgrupos gue incluyen a las
colagenasas, estromelisinas, gelatinasas y metaloproteinasas asociadas a
membrana. En la Tabla 1 se presentan los distintos miembros que constituyen
estos subgrupos. La nomenclatura de estas enzimas ha vanado con el tiempo y
conforme se iban descubriendo nuevas enzimas se les daba un nudmero
progresivo, sin embargo recientemente se acordd darles dicha progresidn solo a
aquelias a las que se les encuentra su equivalente en el humano (4).

Las MMPs estan reguladas a diferentes niveles que incluyen 1) el
control de transeripcion, 2) la activacion extracelular de las proenzimas, ya que
son expresadas como zimogenos inactivos y 3) la inhibicidn de las enzimas

activas.



Los activadores fisiolégicos in vivo de muchas de estas enzimas
permanecen desconocidos; sin embargo, e ha sugerido la existencia de una
cascada en la que aigunos de los miembros de la familia de las MMPs tienen la
capacidad de activar a otros miembros de la misma familia (2, 5, 6).

Por ofro lado, la actividad enzimatica de las metaloproteinasas se
inhibe por unc o mas miembros de la familia de los inhibidores de
-metaloproteinasas lamados inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP,
del inglés Tissue Inhibifor of Metafloproteinases), de los cuales cuatro diferentes

miembreos han sido clonados (TIMPs 1, 2, 3y 4) (2, 5).



TABLA 1

FAMILIA DE MMPs.

ENZIMA No. DE MMP SUSTRATO
| COLAGENASAS
Colagena intersticial MMP-1 Colagenasa intersticial: LI,
Colagenasa de PMN MMP-8 I, VI, VII, X, colagena
Colagenasa-3 MMP-13 fibrilar, gelatinas,
fibronestina, proteoglicanos
GELATINASAS
Gelatinasa de 72 kDa (A) Colagena desnaturalizada
Gelatinasa de 92 kDa (B) MMP-2 (gelatina), elastina, colige-
MMP-9 nas nativas IV, V, VII, X'y
fibronectina,
ESTROMELISINAS
Estromelisina-1 MMP-3 Proteoglicanos, fibrenectina
Estromelisina-2 MMP-10 elastina, colagenas IV, V,
Estromelisina-3 MMP-11 IX, X, lamininas.
Enamelisima MMP-20 Proteina dental.
OTRAS
Matrilisina ) MMP-7 Proteoglicanos, elastina,
Metaloelastasa MMP-12 coldgena tipo I'V, gelatina.
MT MMPs
MT1-MMP MMP-14 Colagena fibrilar, gelatina,
MT2-MMP MMP-15 pro-gelatinasa A, caseina.
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17 ;2

c. Las metaloproteinasas asociadas a membrana.

Recientemente cuatro MMPs asociadas a membranas (MT-MMP)
han sido clonadas. Estas enzimas son Unicas dentro de la familia de las MMPs, ya
que se encuentran asociadas a la membrana celular y no son secretadas al
espacio extracelular como el resto de los miembros de la familia.

La metaloproteinasa asociada a membrana tipo 1 {MT1-MMP) fue



aislada de una biblioteca de cDNA de placenta humana. Ei cDNA obtenido tiene
una iongitud de 3.4Kb y la proteina traducida es de 582 aminoacidos (7). La MT2-
MMP fue aislada de una biblioteca de cDNA de pulmdn humano. Esta consiste de
35 Kb y su producto génico consiste de 669 aminocdcidos. Se expresa
predominantemente en pulmon, placenta, rifon, ovario, intestino y prostata (8). La
MT3-MMP al igual que la MT1-MMP fue aislada de una biblioteca de cDNA de
placenta humana, es predominante en cerebro y posee un cDNA de 2.1 Kb con
una proteina deducida 604 aminodcidos (9). La MT4-MMP fue clonada de una
libreria de cDNA de cancer de mama, el cDNA aislado consiste de 1.5 Kb_, que da
origen & una proteina de 518 aminoacidos; se ha localizado su expresion en
cerebro, leucocitos, colon, ovarie y testiculo (10).

Estas enzimas poseen un sitio de insercidon entre el dominio
propeptidico v el dominio catalitico que posee una secuencia de aminoacidos
caracteristica la cual es RXKR, y que es llamada sitio de reconocimiento furina,
cuya funcion es la de establecer un sitio de corte del dominio propeptidico para
que la enzima adquiera actividad catalitica, lo cual ocurre por convertasas tipo
furina (11,12).

Una anécdota curiosa se suscito cuande Takino y cols. reportaron
el descubrimiento de una nueva MT-MMP, a la cual le asignaron el nombre de
MT2-MMP. Antes de que ellos publicaran su articule, Will y cols. publicaron el

suyo con el descubrimiento de otra MT-MMP a la cual llamaron tambien MT2-



MMP; asi que para evitar confusiones, durante las conferencias Gordon Research
sobre metaloproteinasas de matriz, se organizo la nomenclatura para designar los
nombres a ambas enzimas, quedando como MT2-MMP |a descubierta por Will y
Hinzmann y como MT3-MMP la decubierta por Takino y cols.

Mientras que [a funcion de la MT4-MMP, es incierta ain, las MT1-
MMP, MT2-MMP y MT3-MMP tienen la capacidad de activar a la gelatinasa A
también llamada MMP-2. La MMP-2 es tnica entre las MMPs ya que no presenta
una secuencia suceptible de activacion proteolitica por serin proteinasas. El
mecanismo de activacion de progelatinasa A es de gran importancia en algunas
patologias como las metastasis tumorales, que presentan un aumento en la
actividad de la MMP-2. Por lo tanto se ha sugerido, que las MT-MMPs pueden
tener un papel importante en Ja diseminacién de los tumores.

Cao y cols. (1998) han propueste un modelo, el cual se reproduce
en la fig. 1. Se propone gue la MT1-MMP requiere de un proceso de activacion, a
la fecha desconocido, que logra una vez que se completa su transporte en el
aparato de Golgi. Una vez activada y anclada en la membrana celular, forma un
complejo con TIMP-2; dicho complejo actlia cuando TIMP-2 se encuentra en bajas
concentraciones, ya que si se incrementa la concentracion de éste, se inhibe la
actividad de la MT1-MMP. A continuacion, la progelatinasa A se une a la MT1-
MMP vy TIMP-2 formando de esta manera un complejo ternario, en donde como

resultado, |a progelatinasa A pasa a su forma activa (gelatinasa A ) (12,13,14).
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Fig. 1 Modelo propuesto por Cao y cols. {1996) de activacion de la gelatinasa A (MMP-2)
mediante la participacién de las MT-MMPsy TIMP-2

d. Metaloproteinasa asociada a membrana tipo 3 (MT3-MMP).

Como ya se menciono anteriormente, la MT3-MMP fue aislada de
una biblioteca de cDNA de placenta humana. El cDNA aislado tiene una longitud
de 2.1 Kb en su marco de lectura, el cual es suficiente para codificar dicha
enzima. Sin embargo, el transcrito en tejidos o lineas celulares es de 12 Kb
{corroborado por northern blot). EI cDNA carece de la tipica sefal de
poliadenilacion (AATAAA), en la region 3' no codificante del gene. El tamaiio de
su transcrito es muy diferente al de la MT1-MMP, el cual es de 4.5 Kb.; una
explicacion posible para la diferencia de los tamafos en los mRNA es la diferente
longitud de Jas regiones no codificantes en sus extremos terminales 3'.

La MT3-MMP presenta una secuencia de aminoacidos

estrechamente relacionada con la MT1-MMP (66% de identidad en el dominio



catafitico). Presenta los tres insertos caracteristicos de las MT-MMPs que no se
encuentran en el resto de los miembros de la familia de fas MMPs (9).
Un inserto (1S-1) entre e} propéptido v el dominio catalitico contiene la secuencia
de aminocacidos conservada RXKR (sitio furina, como ya $e habia mencionado
anteriormente). Una insercioén similar existe en estromelisina-3 pero no en ofras
MMPs (11,12). Después existe un inserto de ocho aminoacidos (15-2) en el
dominio catalitico. Tres de los ocho aminodcidos se encuentran conservados en
ambas (MT1 y MT3). El significado de esta insercion no es claro, quizd pueda
modular la especificidad del sustrato de las enzimas desde esta posicién en el
dominio catalitico como ocurre en el dominio de unién a la gelatina de las
gelatinasas. Cabe mencionar gue este sitio de insercion no se encuenira en las
MT2 y MT4 MMP.

Las secuencias adicionales (IS-3) contienen el dominio
transmembranal al final del dominio tipo hemopexina. Al igual que las MT1, MT2y
MT4-MMP, la MT3-MMP se expresa como una proteina de membrana con
dominio transmembranal (TM) en el carbaxilo terminal.

Se ha reportado que la expresion de la MT3-MMP en células
COS-1 y celulas HT1080 de fibrosarcoma induce una activacion de progelatinasa
A (9), La MT3-MMP a diferencia de la MT-1 MMP, se expresa abundantemente en
tejido nervioso, lo cual sugiere algtn papel especifico de esta enzima en el

sisterma nervioso centrai.




El cDNA de la MT3-MMP obtenido de mRNA de ovario fiumano,
mostré una estructura primaria ligeramente diferente (5 %) de la que se report6
originalmente. Esto podria explicarse por polimorfismo def gene. Una discrepancia
similar fue reportada entre la MT1-MMP aislada de placenta y la aislada de
pulman (15}.

Recientemente se han realizado estudios sobre la posible
actividad enzimatica de la MT3-MMP utilizando una variante de 150 aminodcidos
mas pequefia que la original. Esta variante llamada SM3, obtenida por empalme
altemative carece del dominio fransmembranal. La region carboxilo terminal de
las MMP’s llamada dominio tipc hemopexina, se considera gue esta formado a
partir de 4 exones. El punto de empaime de la SM3, después de la fisina 407,
correlaciona bien con el conocido punto de union del segundo y tercer exén en el
dominio tipo hemopexina. Varios tamafios de productos de mRNA han sido
ocasionalmente reportados en la familia de las MMP's, como sucede en la MMP-9
humana. Estos productos pueden ser el resultado de diferentes sitios de
poliadenilacion en el extremo 3’ de dichos genes (15).

Cuando la SM3 se expreso en células COS-7, pudo ser
significativamente detectada en el medio condicionado. Por otro lado, fue mucho
mas dificil detectar la sefial en la fraccidn celular del lisado, sugiriendo que la
SM3 se secreta al medio. La SM3 expresada en Escherichia coli (SM3-e) fué
utilizada para la caracterizacion de esta enzima. Se encontrd que el TIMP-2 tiene

10 veces mayor actividad inhibitoria que &l TWIP-1 sobre SM3-e. Dicha enzima

10



tiene la habilidad de activar proMMP-2, pere no proMMP-9, v la actividad para
activar proMMP-2 fue completamente inhibida por TIMP-2 pero no por TIMP-1. A
pesar de que la SM3 tiene una secuencia con 50 amineacides nuevos en el
carboxilo terminal, 89% de la molécula incluido el lamado “dominio catalitico”, es
completamente idéntico a la MT3-MMP. Esto sugiere que la SM3 tiene una
actividad enzimatica muy simitar a la MT3-MMP. La actividad enzimatica de la
MT3-MMP sobre las proteinas de la matriz extracelular es todavia desconocida
debido a la dificultad que impfica el purificar proteinas asociadas a membrana
{15).

A pesar de que la expresién de MT3-MMP fue reportada por
Taking y cols (9) en placenta humana, Matsumoto y cols {15} no pudieron
detectar ninguna sefal en placenta. Se ha sugerido que la expresion de ja MT3-
MMP esta estrictamente controlada en momentos especificos de degradacion o
reconstruccion de tejidos como ocurre en la placenta. Esto sugiere que la
expresion declina con el avance del desarrollo y que cuando se expresa en tejidos
adultos es porque estos se encuentran en constante remodelacion como se ha
descrito en ovario y el intestino delgado (15).

Estudios realizados en nuestro laboratorio han sugerido la
presencia de la enzima MT3-MMP en pulmodn de cobayo. En nuestro laboratorio
se han desarrollado diferentes modelos experimentales de enfermedades
pulmonares en cobayo (Cavia porceflus) y en este contexto hemos estado

interesados en clonar algunos miembros de la familia de las MMPs,



En el proceso de clonacion de la colagenasa (MMP-1) en cobayo
{datos no publicados, Meléndez y Pardo) se obtuvieron resultados compatibies
con la expresién de esta enzima en pulmén de cobayo. En este contexio el
proposito de la presente tesis fué determinar si fibroblastos de pulmodn de cobayo

expresan la MT3-MMP.



MATERIAL Y METODOS.

1.1 Material biolégico

Los fibroblastos de cobayo provienen de una finea celular llamada
JH4 clone 1 (lung, guinea pig), que fue adquirida en la American Type Culture

Collection (ATCC).

1.2 El cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el Nutrient Mixture F-12 Ham,

Kaighn's Modification (Medio F-12K), (SIGMA Biosciences). El medio fué

suplementado con suero fetal bovino al 15% y antibiético al 1% (100 U/mi de

penicilina, 10 plfml de estreptomicina y 250 pg/ml de anfoterocina).

Las células fueron cultivadas en cajas T-75 (75 cmz de superficie)

(COSTAR r.) a 37°C y atmosfera de 5% CO2 95% aire, en una incubadora

(NAPCOr model 8100). Se observé el crecimiento de las células con un
microscopio invertido con iluminacion por luz transmitida (Carl Zeissr).

Cuando las células alcanzaron confluencia temprana se

cambiaron a medio libre de suero (control), y a otra caja T-75 con medio libre de

suerc + 5 x 10-4 M de phorbol, 12-miristato, 13-acetato (PMA) en dimetil sulféxido

(DMSO). Las cajas se mantuvieron en estas condiciones por 24 horas,



1.3 Extraccion de Acido Ribonucieico (RNA).

Pasadas las 24 horas correspondientes del experimentg, se

procedié a realizar la extraccion de RNA con el reactiva TRIzol Reagent (GIBCO

BRL). Esta técnica es una modificacion de la reportada por Chomczynski &

Sacchi {16). Los pasos que se siguieron se exponen a continuacion:

a)
b}

)

d)

9
h)

)
k)

Se agregd trizol a Jas células (3ml).

Se incubd a temperatura ambiente (5 minutos).

Se adicion6 600yl de cloroformo frio, agitando vigorosamente por 2 minutos
{0.2 ml cloroformo/1 ml de trizol).

Se centrifugd a 10 000 rpm. a 4°C por 15 minutos en una centrifuga modelo
J2-MC Beckman.

Se recuper? la fase acuosa, transfiriéndola a otro tubo.

Se adicioné un volumen igual al recuperade de isopropanol frio
(aproximadamente 5 a 6 mi).

Se cubrié con parafilm, incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Se hizo una nueva centrifugacion a 10 000 rpm, a 4°C por 10 minutos.

Se decantd el sobrenadante por inversion suave del tubo y se secd el exceso
de liquido dejando ei tubo invertido durante 5 minutos sobre gasa estéril.

Se adiciond a la pastilla 1 m! de etano! al 75% frio, resuspendiende con vortex.
Se centrifugd nuevamente a 10 000 rpm a 4°C por 10 minutos.

Se decantd suavemente el sobrenadante, secando con gasa estéril o papel



secante.

m) Se resuspendio en aproximadamente 40ut de TES ( amortiguador de elucién:
Tris 10mM, EDTA 1mM, SDS 0.1%). 400u! por cada 10 mi de trizol.

n) Se realizd ia lectura en el espectrofotometro, T pul en 1 mi de TE a 260 y 280
nm, abteniendo fa relacién de lecturas: 260/280 (6ptimo 1.8 - 2.2).

o} Se calcularon ug de RNA tota| (1 densidad 6ptica a 260 nm equivale a ~ 40pg.

1.4 Cuantificacion en gel de agarosa.

Para verificar los valores obtenidos con e} espectrofotometro, se
prepara un gel desnaturalizante que consistié en lo siguiente:
- Agarosa 0.375 gr
- H20 DEPC 21.2 ml
- MOPS 12X 2.083 ml
- Formaldehido 1.35 m

En este gel de agarosa al 1.5% se corrié un microlitro de cada

muestra con su respectivo marcador de pesos moleculares de 0.24 - 9.5 Kb de

RNA Ladder (GIBCO BRL).

1.5 Transcripcion inversa.

Se utilizé el kit GeneAmp r RNA PCR Kit (Perkin Elmer) siguiendo las

indicaciones sugeridas, utilizando hexameros al azar y previo tratamiento de Ja



muestra de RNA con desoxiribonucleasa | (GIBCO BRL). El protocolo se indica a
continuacién:
- Se prepararé la mezcla maestra (master mix) en el orden y en las properciones

que se muestra;

Componente Volumen (1) Concentracién final
Solucion MgClz 25mM 4 5 mM
Amortiguador PCR 1l 10X, 2 1X
Agua con DEPC 2 ——-
dGTP 2 1 mM
dATP 2 1 mM
dTTP 2 1 mM
dCTP 2 1 mM
Inhibidor de RNAsas 1 10U/l
MulLV Transcriptasa inv. 1 2.5U/ul
Hexameros al azar 1 2.5 uM

A esta mezcla se le anadieron 2 ul de muestra experimental.

- Los tubos se incubaron a temperatura ambiente 10 minutos: esto sirve para la
alineacion de los iniciadores hexaméricos al templado de RNA, por Ia
transcriptasa inversa.

- Los iniciadores alineados son extendidos a una temperatura de  reaccién de
42°C por 15 minutos.

- Se incubd 5 minutos a 99°C para desnaturalizar a la enzima transcriptasa
inversa.

- Se enfrid 5 minutos a 5°C.
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1.6 Reaccion en cadena de fa polimerasa (PCR).
1.6.1 Los iniciadores (primers).

Los iniciadores utilizados fueron los siguientes:
1-A S cgagaggtagctccaaatttaatgticg?d
2-B S'ttecctagtgtccatggcetcatcggag?
Estos primers (GIBCO BRL) , tienen una temperatura de
alineacion de 60-63°C, y proporcionan de manera tebrica un producto de 377
pares de bases (p.b.). Fueron resuspendidos a una concentracién 50 uM y de ahi
se hizo la dilucién de trabajo a una concentracién final de 10 uM. Corresponden a
una parte del dominio catalitico de un fragmento previamente clonado de la MT3-
MMP de cobayo (Meléndez y Pardo, datos no publicados), donde el primer

iniciador estaria cercano al switch de cisteina.



1.6.2 La reaccion.

Se estandarizaron las condiciones de la reaccién y se siguio

finalmente el siguiente protocolo;

Solucién Voiumen (i)
MgClz 25 mM 0.75
Amortiguador PCR 1l 10X 1.5
Iniciador 1-A (10 pM) 0.5
Iniciador 2-B (10 uv) 0.5
Amplitaq DNA polimerasar 0.5
Agua desionizada estéril 16.25
1

A la mezcla de reaccién de 20 pl, se agregaron 5 ul de cDNA de
celulas JH4 control 6 de células JH4+PMA. Ademas se anadio ofro tubo al cual en
lugar de cDNA, se agrega mezcla de nucledtidos. Este control nos permite
detectar la presencia de contaminacion.

Las condicicnes utilizadas en 30 cicios en el termociclador

{GeneAMP PCR System 2400, Perkin Elmer) fueron:

Inicio ciclo término |
105 seg [ 15 seg 30 seg 7 minutos

L 95°¢C l 95°C B0°C 720G




El producto obtenido se purificod y reamplifico para obtener una
concentracion adecuada para la secuenciacién. La amplificacion se realizd en las

siguientes condiciones:

Solucién Volumen (u)
MgCiz 25 mM 1.0
Amortiguador PCR Il 10X 2.0
Iniciador 1-A (10 uM) 0.5
Iniciador 2-B (10 pM) 0.5
Amplitaq DNA polimerasar 0.5
Mezcla de nucledtidos 6.0
Agua destilada estéril 13.5
cDNA purificado 1.0

1.6.3 Purificacién de los productos.

Para purificar los productos de PCR, se utilizé el kit comercial

GeneClean lIl (Bioselec). Ei protocolo fue el siguiente;

- Se extrajé manualmente Ja banda del gel de agarosa.
- Se adiciond tres volimenes de loduro de Sodio 4M (4°C), incubande a 55°C
durante 5 minutos.

- Se adiciond 7 ul a cada tubo de Glass Milk r (la cual es una matniz de silice que



retiene a las moléculas de DNA), manteniendo en hielo.

Posterior Incubacion en hielo 5 minutos.

Se centrifugd en microcentrifuga a maxima velocidad 10 segundos.

Se desechd el sobrenadante cuidadosamente, sin tocar la pastilla.

- Se adicioné 300 ul de New Wash (que es una solucién la cual contiene NaCl,
tris y EDTA, ademas de ser diluida con agua y etanol) a cada muestra.

- Posterior centrifugacién 10 segundos en microcentrifuga a maxima velocidad.

- Se repitieron los dos pasos anteriores, dos veces cada uno en la misma
secuencia,

- Se adiciono 10 ul de agua destilada estéril, resuspendiendo e incubando a 55°C
durante 5 minutos.

- Nueva centrifugacion 1 minuto, recuperando el sobrenadante en un tubo limpio.

- Se repitieron los dos pasos anteriores y se juntd el sobrenadante,

1.6.4 Secuenciacion.

La secuenciacion automatica se realizo de manera comercial en
el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, en la Unidad de Biologia

Molecular.
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1.7 Andlisis tipo Northern biot.

1.7.1 Separacion en gel de agarosa y transferencia.

En un gel desnaturalizante de agarosa al 1% se corrieron 25
ug de RNA proveniente de células JH4control y con PMA. Se corrié a un voltaje
constante de 15 volts durante toda |a noche.

Posteriormente se realizd ia transferencia a una membrana de
nylon { Nytran ) en una unidad de tranferencia para electroforesis.
- Se utilizd buffer TAE 1X para enjuagar el gel. Este gel se enjuagé nuevamente

con agua desionizada dos veces.

- Se coloca una membrana de nylon.
- Se incubd la unidad de transferencia TRANSPHOR™ modelo TE 42 (MHoefer
Pharmacia Biotech inc.) a temperatura de 4°C, con 15 volts y 280 amperes,
durante 10 horas. Para ello se utilizé una fuente de poder (BicRad 1000/500).
- EI RNA fue fijado a la membrana con una fuente de rayos ultravioleta UVP

Ultraviolet Crosslinker, modelo CL-1000.

1.7.2 Prehibridacion.

La membrana de nylon se colecd en una bolsa de hibridacién, en

donde se adicionaron 20 mi de la siguiente solucion:



Solucién ) Cantidad
Formamida 10 mi
S8C 20X 5 mi
Fosfato de sodio 1M pH 7 Tml
"1SDS 20% 100 pi
Denhart 100X 1 ml
DNA esperma de salmén 400 ul
(5mg/mi)
Agua desiocnizada estéril 25ml O

- Toda la solucién se calentd en agua a ebuilicidn durante 5 minutos.
- La solucion caliente se deposito en las bolsas de hibridacion y se seliaron.

- Se incubaron a 42°C, durante 24 horas ¥ con agitacidn constante.

1.7.3 Marcaje de la sonda

Se utilizo el kit RTS Radprime DNA Labeling System (Life
Technologies), bajo el siguiente protocolo:
- Se desnaturalizaron 25 ug de DNA en 45 pl de amortiguador TE calentando
por 5 minutos en un bafio de agua hirviendo. Se enfrid inmediatamente en higlo.
- En un tubo del kit se agregaron los 25 ug de DNA desnaturalizado, utilizando
vortex, La solucion tomo un color azul uniforme.

- Se afiadieron 5 pl [ «- 32P ] ACTP ( 3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul ), mezclandolos



suave pero firmemente. Posteriormente se centrifugd por 15-30 segundos.,
- Se Incubd a 37°C por 10 minutos, deteniendo la reaccion y adicionando 5 pl de
EDTA 02 M.

Para limpiar la sonda marcada de los residucs de nuclectidos, se
utilizaron columnas Quick Spin (TE)/ G-50 Sephadex,(GIBCO).

Posteriormente se cuantificaron las cuentas por minuto (cpm) en

un contador de centelleo, con el sigujente procedimiento:
- La sonda ya marcada, se afor6 a un voiumen de 100 ul con TE.
- Se leyeron las cpm de 2ui de esta resuspension. Esta fue ia lectura # 1.
- Los 100 ut se colocaron en la columna, centrifugandose 6 minutos a 4500
revoluciones por minuto (rpm).
- Se midid el volumen recuperado, valorando las cpm contenidas en 2 i de la
suspension ya fillrada. Esta fue la lectura # 2.
- Se calcuid el porcentaje de eficiencia con las dos lecturas cbtenidas, el cual
debe ser igual 6 mayor de 30%.

En este caso, se obtuvo en la lectura #1: 1,152,094.8 cpmy en fa

lectura #2: 334,305.63 cpm. La eficiencia por lo tanto fué de 30%.

1.7.4 Hibridacion.

La solucién de prehibridacion se sustituyd con la siguiente mezcla

de hibridacién:

tJ
-



Solucion —{ Cantidad
Formamida I 10 ml
SSC 20X 5mi
Fosfato de sodio IMpH 7 1mi
'Denhart 200 i
Dextran sulfato al 50 % 4 mi
DNA esperma de salmon 300 wi
{5mgfmi)

Mas la dilucién con la sonda marcada.
Se hirvié durante 5 minutos y posteriormente se agregé a la bolsa
donde estaba contenida la membrana de nylon con el RNA. Se sell6 ja bolsa, y se

mantuvo a 42°C y agitacion constante durante 24 horas.

1.7.5 Lavado de fa membrana.

Se realizaron los siguientes favados;

5 minutos a 42°C con SSC2X/0.1 SDS 20%

15 minutos a 42°C con SSC2X/0.1 SDS 20%

15 minutos a 55°C con SSC 0.5X/0.1 SDS 20% (dos lavados)

15 minutos a 65°C con SSC 0.1X/0 1 SDS 20%.

Finalmente se enjuagd la membrana con SSC 2X,



4.7.6 Auforradiografia.

Se utilizaron peliculas sensibles a 32P BiolMiax MS con pantalia
intensificadora, y se guardaron en un casettie X-Omat (Kodak) a una temperatura
de —70°C en un periocdo de cualtro dias. La sonda utilizada fue el producto

obtenido de PCR con [os iniciadores 1-Ay 2-B.



RESULTADOS.

Extraccion de RNA

El resultado de la extraccion de RNA total de fibroblastos de
cobayo en condiciones basales y estimulados con PMA se muestra en la figura 2,
En ella se puede observar que el RNA se encuentra integro y que la
concentracion obtenida fue semejante para los dos tratamientos.

Tomando como base las lecturas en el espectrofotrometro se
procedié a hacer la transcripcién re Tomando como base la concentracién

ohservada en el gel de agarosa y las | versa y la amplificacion de la MT3-MMP.

RT-PCR

Como se describio en material y métodos, el ensayo de RT-PCR
se realizd inicialmente utilizando 1ul de las muestras experimentales (cDNA), sin
embargo como no se obtuve ningdn producto, en un segundo experimento se
utilizaron 10 pl de las muestras experimentales. El resultado obtenido se muestra
en la Figura 3 donde se puede observar que en ambos casos en fibroblastos sin
estimular {A) y estimulados con PMA (B) se obtuvo un producto que al compararlo
con el marcador de pesos moleculares de DNA (carril 3) mostré un tamano
semejante al tedricamente esperado (377 pares de bases) Los productos
amplificados, de ambas condiciones experimentales (controles y estimulados con

PMA) mostraron diferencias en concentracién. Siempre se observd una
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concentracién mayor en las muestras estimuladas sugiriendo que el PMA
incrermento 1a expresidn dei gen en cuestion (Figura 3).

Como en estas condiciones experimentales se noté un acentuado
barrido que sugiere la presencia de productos inespecificos, se hizo una nueva
reaccion donde se utilizé un volumen de 5 pl de la muestra de RT con lo cual el
barrido disminuyé notablemente (figura 4). Los productos se purificaron y se
reamplificaron; una vez purificados se procedid a la secuenciacion, y otra parte

sa utilizd en el northern blot.

Secuenciacion

La secuenciacion del praducto de amplificacion (MT3 cob) pudo
mostrarnos 347 p.b. de las 377 que se esperaban, cuya secuencia se muestra en
la Figura 5. Al comparar esta secuencia con la de la MT3-MMP humana se
observd gque existe un alio grado de homologia con fa parte de la secuencia que
codifica para el dominio catalitico al cual correspondian los iniciadores utilizados.
L a secuencia de nucledtidos de MT3-MMP humana comparada con Ia secuencia
obtenida de cobayo es igual en un 92.85% sugiriendo que la secuencia del
producto de PCR corresponde a una parte de un gen gue es homadlogo al que

codifica para la MT3-MMP humana.
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Fig.5 Secuencia de nucledtidos obtenida por RT-PCR comparandola con la MT3-MMP
humana. Existe un alto porcentaje de homologia . La sccuencia humana corresponde a Ia
region desde el nucledtido 433 al 780 de la descrita por Takino y cols. (9)

Cuando la secuencia de aminocacidos deducida para el producto

génico de MT3Cob se aiined con la secuencia de aminodcidos para la MT3-MMP

humana se observd una identidad de 93.91%. (figura 6).

Ademas se compard con las secuencias reportadas para las ofras

MT-MMPs humanas (MT1, MT2 y MT4-MMP) como se observa en lafigura 7. Es




Fig. 2. Se muestra la calidad del RNA total extraido. Las bandas que sobresalen
corresponden a los TRNA 28 y 18s, Carril 1, ladder; carril 2, RNA control; carril 3, RNA
PMA.

Fig.3. Expresion de la MT3Cob cn células JH4 de pulmdn de cobayo Se obtuvo un
producto de tamafio sercjante al esperado (377 pb.) tanto en ¢l control como cn la muestra
estimulada. En las muestras tratadas con PMA se observa mayor concentracién. Camiles 1y
5, control, carriles 2 y 4, PMA: carnil 3, ¢x-174.
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Fig. 4. Productos amplificados con menor cantidad de ¢cDNA (5ul); el barrido disminuyé
considerablemente. Carril 1: ¢x-174; carril 2: control; carril 3: PMA.

importante sefialar gue el fragmenio que se obluvo en este frabajo, contiene dos
de los tres insertos caracteristicos de las MT-MMPs. Dichos sitios son el inserto 1
(SI-1) y el inserto 2 (SI-2). La identidad con las MT-MMPs para la region obtenida
(extremo terminal del dominio propeptidico y extremo inicial del dominio catalitico)
también es muy aita.

Por ditimo, se hizo la revision de la secuencia de aminoacidos
obtenida (MT3Cob) con otras MT3-MMPs clonadas en Gallus gallus, v Rattus
raffus respectivamente. En este caso, la identidad fue del 94.04%, lo que indica
Que la enzima se encuentra muy conservada, por 1o menos entre estos

organismos (Fig. 8).
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* *
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*
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ArgAspValaspIleThrIleIlePheAlaSerGlyPheHisGlyAspSerThr
ArgAspValaspIlleProllellePhelAlaSerGlyPheHisGlyAspSersSer

* *

ProPheldspGlyGluGlyGlyPhePheAlaHisAlaTyrPheProGlyProGly
ProPhelspGlyGluGlyGlyPheleuAlaHisAlaTyrPheProGlyProGly

*

TleGlyGlyhspMetHisPhe
IleGlyGlyAspThrHisFhe

*

Fig.6 Secuencia de aminoacidos deducida de la posible MT3 de cobayo comparada con la
MT3 humana. Notese el alto porcentaje de identidad entre ambas.
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Fig.7 Comparacidon de las metaloprotemasas asociadas a membranz de bumane, con la

MT3Cob,

por alineacién de secuencias de aminoacidos. Dichas secuencias forman parte del

extremo terminal del dominio propeptidico y el extremo inicial del dominio catalitico. Los
asteriscos representan identidad y los puntos homologia. Se muestran ademas los sitios de
insercion 1y 2,
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Fig 8 Alineacion de secucncias de aminodcidos de otras MT3-MMP clonadas en Gailns
gallus (MT3Gal) y en Ravus rats (MT3Rat), con la MT3ICob



Northern biot

Cuando se utilizé este producto de amplificacidn como sonda en un
ensayo de Northern blot, a pesar de utilizar una concentracidon de 25 pg de RNA
total por carril y de numerosas repeticiones no se ohservg ningun franscrito en
las muestras de RNA de fibroblastos de cobayo (Figura 8). L.a membrana se
hibridé con la sonda para el RNA ribosomal 185 para mostrar fa presencia y
control de carga de RNA en los diferentes carriles. En corazén, cerebro, ovario e

intestino delgado se ha descrito un transcrito de 12Kb y uno de 7Kb (14).

Fig. 9. Northern blot, realizado con 25 pg de RNA total y con el producto de PCR
{MT3Cob) utilizado como sonda. No se detectd ninguna seiial y la membrana sc rehibridé
con una sonda de rRNA 18s,



DISCUSION.

L.as metaloproteinasas de matriz desempenan un papel critico en
la remodelacion tisular en varias condiciones fisiologicas y patolagicas. En este
trabajo se reporta por primera vez la expresion en fibroblastos de pulmdn de
cobayo (Cavia porcelfus) de una metaloproteinasa de membrana identificada
como la MT3-MMP.

La MT3-MMP en humanos se ha detectado fundamentalmente en
tejido cerebral normal y en fumores astrociticos aunque su nivel de expresion es
menor comparado con la expresién de MT1-MMP y MT2-MMP en glioblastomas
{17). Ademas se ha localizado la proteina inmunorreactiva en células de microglia
en tejido cerebral de enfermedad de Alzheimer, tanto en la materia gris como en
la blanca sugiriendo que MT3-MMP puede desempefiar un papel importante en
este tipo de células (18).

En el presente trabajo encontramos gue |a expresién de un
producto de 377 pares de bases que presenta alta homologia con la MT3-MMP
humana pude ser revelada solo por RT-PCR y no por northern blot lo que nos
hace suponer que el nivel de expresion de [a enzima es muy bajo. Existen
reportes que en fibroblastos de pulmén embrionario en humanos la MT3-MMP se
expresa en muy bajos niveles (15).

Existen pocos estudios sobre los mecanismos de regulacién de la

expresion de la MT3-MMP. Es interesante sefialar que nuestros resultados
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preliminares sugieren que la expresion de MT3-MMP es aumentada por PMA,
Datos de la literatura han mostrado que esta enzima se expresa en las células de
misculo liso vascular de rata , particularmente en vasos sanguinecs en
remodelacién de arterias carétidas sometidas a cirugia por baldn, sin que se
pudiera detectar en célufas de muisculo liso de tejido normal vascular . El nivel de
expresion in vifro fue fuertemente aumentado por el factor de crecimiento derivado
de plaguetas y por fibronectina (19).

Por otro lado como ia expresion de la MT3-MMP de cobayo no fue
detectada en ninguna de las membranas analizadas por Northern Blot, no se pudo
conocer &l tamafio del mRNA. Ademas como la amplificacién que se hizo no
consideraba el inserto del dominio transmembranal no podemos saber si la
expresion de esta enzima en fibroblastos de pulmén de cobayoe es como una
enzima asociada a membrana, o como se ha reportado en otros casos, como una
proteina soluble (15).

La identidad entre la metaloproteinasa de matriz asociada a
membrana que en el presente trabajo se menciona como MT3Cob y el resto de
las secuencias de aminoacidos reportadas {para humano, gallo y rata), resultd ser
muy alta, lo cual sugiere que en el curso evolutivo esta enzima se mantiene muy
conservada, y que ademdas mantiene una estrecha relacién con la MT1 y MT2-
MMPs ya que al parecer, con la MT4-MMP posee menos similitud como se ha
reportado en estudios previos (20).

Sera importante continuar con otros estudios que nos permitan
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