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RESUMEN. v

i La maln/ cxtracelulur (MLC) es esencial para mantener la estructura y funcion de los érganos, entre

B cllos el pulmon' un dcscquxhbno entre la sintesis y degradacion de las moléculas de la MEC puede

: rt.sultar Ln condwnonc.s patolégicas como la fibrosis y enfisema pulmonar.

.a dc&,mdauon de las proteinas de la MEC se realiza fundamentalmente por enzimas proteoliticas que

.se. eb conocen como metaloproteinasas de matriz (MMPs). Estas sc han clasificado en 6 subgrupos
dll‘erentcs, que son las; Colagenasas, Gelatinasas, Estromelisinas; Matrilisinas, MMPs tipo membrana
(MT-MMPs) y otras MMPs.

Dentro del subgrupo de las colagenasas se encuentran tres miembros: La colagenasa 1(MMP-1)
expresada por fibroblastos, macréfagos y células epiteliales; la colagenasa 2 (MMP-8). expresada
principalmente por neutréfilos y la colagenasa 3 (MMP-13) expresada por una gran vitiedad de

células. Las colagenasas tiecnen como sustrato coligenas fibrilares tipo I, I1, 111,

En murinos la degradacion de coligena fibrilar en tejidos ha sido alrlbulda a ld actlvldad de: la .

colagenasa 3, sin embargo, recientemente se han descrito y clonado la colu;,cnasa 1 (MMP -1) y la

colagenasa 2 (MMP-8) en murinos. La MMP-1 solo se ha encontrado en condiciones fisiologicas en
embriones y no en estado adulto. '

£l objetivo de este trabajo fue analizar la expresion por RT-PCR de las colagenasas 1. 2 y 3 en tejido
pulmonar de ratas expuestas a2 humo de cigarro. con ¢l fin de analizar si en murinos adultos en
condiciones patoldgicas se expresan las colagenasas | y 2. Se escogid este modelo ya que se ha
reportado que en pacientes con enfisema pulmonar  y en un modelo experimental de enlisema
pulmonar en cobayos existe una importante participacion de colagenasas, principalmente de la
MMP-1. Los resultados de RT-PCR mostraron un incremento en la expresion de MMP-8 y MMP-13 en
ratas. expuestas al humo del cigarro con respecto al grupo de las ratas control, mientras que la
c(bréqién de la colagenasa 1 (MMP-1) no se detectd ni en el grupo experimental ni en el grupo
comrol :,uuru.ndo que en el pulmon de ratas adultas la MMP-1 no se expresa en condiciones normales,
ni Ll] ‘condicioncs patoldgicas. Un hallazgo interesante fue que las colagenasas 2 y 3 se sobreexpresan
en este moch.lo c\pmnu.nml y subu.ru qm estas enzimas participan en ¢l daio inducido por humo de

taba(.o en ratos.




“ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS COLAGENASAS 1,2, Y 3 EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE ENFISEMA PULMONAR EN RATAS FUMADORAS”

INTRODUCCION

ETALOPROTEINASAS DE MATRIZ Y SUSTRATOS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR :

s LLa‘matriz cxlrncclular (MLC) cs una cslructura dmamnca que no sélo constituye un soporte estructurnl

quc'dclermman la hlstourquucctura especif ica p'\ra cada érgano smo quc rc.g,ula el comportumlenlo de-

,-las c‘lulas quc se encucmmn en conlacto con ella, aﬁ.cmndo asn su desarrollo, ndhcsnén. mu,racu‘)n. '

lomw y: ﬁmcnom.s metabélicas. Las celulas sc unen a la matrlz cxlmcclular a lmvcs de receplores de_

supcrﬁcu. de la l‘amlha de Ias mlegrmas, dcscncad nando scﬁalcs dc lmnsduccmn quc alv. an dlversas;ﬁ
luncnoncs celulares (1, 2). Ademas laiMEC : mcnpa acuvamcntc en’ la

v'medad de factores dc crccmucmo En cste col nc‘cto el recnmblo altamcnt controlado d

‘tanto 4+ nivel ‘de

basdndose en la especificidad por el substrato y en caracteristicas estructurales de los dominios (5. 6).




‘Una MMP debe tener-al menos dos domlmos onservados, uno llamado pro-dommlo y cl ‘dominio

alalmco (Flgura 1.

es de cerca de 80 ammoacndos, y lodns las MMP‘s, cxuplo MMP

: l l prodomlmo de una tlplca MMP

2I yCA MMP contu.nenl secuencia cons

M 1Ps upn mc.mhrdna (Ml MMl’s) v olms MMP

('l’ablu l).

70 aa aproxin udamenle) contlcnc un smo activo con /n quc se unc a tres

IEXXE lxxoxxusrrxxxxxxm la cual mmbncn conuenef
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Tabla 1,

Metaloproteinasas de matriz (MMP's)

Subfamilia MMP Nombre comin
Colagenasas MMP-1 Colagenasa -1(colagenasa de
fibroblastos o intersticial.)
MMP-8 Colagenasa -2 (colagenasa de
neutréfilos.)
MMP-13 Colagenasa -3 (colagenasa de
rata).
MMP-18* Colagenasa -4
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A (colagenasa de 72
kDa tipo V).
MMP-9 Gelatinasa B (colagenasa de 92
kDa tipo IV).
Matrilisinas MMP-7 Matrilisina 1
MMP-26 Endometasa o matrilising 2.
Estromelisinas MMP-3 Estromelisina 1 (transina-1)
MMP-10 Estromelisina 2 (transina-2)
MMP-11 Iistromelisina 3
MMP’s tipo membrana MMP-14 MTI-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MTG6-MMP (Lcucolising)
Otras MMP-12 Meitaloclastasa de macrofagos.
MMP-19
MMP-20 Enamelisina.
MMP-23 CA-MMP
MMP-27
MMDP-28 Epilisina

*Colagenasa-4 fue aislada de NXenopus. v hasta ¢l momento no se ha encontrado su homologo en

mamiferos.




Colagenasas:

Esta suhfamllm comprendc en humanos 3 miembros:

la colagenasa-1 (MMP-I) Ia cual es uprcsada en’
su.mayor parte por. hbroblaslos. l’llaLrOﬁlbOS y células prlc,halcS‘ la colagcnasd 2; (MMl’ 8) qm. se

expresa prmcnpalnu.ntc por m,utrohlos* y-la colagenasa 3 (MMP- 13) upr’.sada por una gran variedad

de células. Las colaz,enasas uuncn como sustrato colagenas hbnlarus Upos l ll y lll (IO 1 l)

Lns colag.nas fibrilares son Ios componentes leruclumles maq abundantcs dc la matrl?
: cxlmce ulnr,

produclo de diferentes gcm.q. estas cudenas vanan enun tamaﬁo que va de 600 a 3000 residuos
“de a' unonc

y.son mo culas homo o hetcrodlmmcas cuyas subumdades las cadenas o, son el

s/ Las cadenas o contienen uno ) mas sc;,menlos de pollpcpudo con multiples
f st.cuanm.s rcpcudas Gly-

-Y, dondc ccrca d(.l 30% dl. Ias posiciones Xy Y estdn ocupadas por
prolma c mdm\lp olma resp:.,cuv.nmentc. Lsta secuencm. rcsulla en una cstruclura secundarm

dq,rad.xr lec llpo dc sustrato.

Ln murmos l.l dc[,radacmn dt. col'u,cn'

uunvxdud d(. la’ cold;,en.ls.l-_v (MMPI

Fbrllar cn lLJIdOS ha sido’ ulribuldu prlnupdlmcmc a.la

ya qm. duramc lar;,o Ucmpo f'uc Ia Unica colabumsu
t..ntul‘llrddd cn rata v ratén (h) Rn.ux.nlum.nlc se han d;scruo y clonado la Lola;,t.nasa -2 (MMP-8) ¥ la

O




colagenasa-1 (MMP-1) en murinos (IO 11): Sin':“em>bargo, la-MMP-] solo se ha cr)éonuado ‘en
condiciones fisioldgicas en embnones y-en estado adulto no scb ha identificado” su expresion.

Gelatinasas:

Esta subfamilia comprcnde 2 micmbros: la gelatinasa A o colagcnusa tipo IV de;72 kDa (MMP-2) yla
gelatmasa B de 92 I\Da (MMP-9), estas enzimas dq,radan colagena Upo IV quc es'la colagcna dc.
mcmbranas basales'y Llaslma, Reciben el nombre de ;,t.lalumsus dcbldo A su c‘lpacndad para dcgrudar

) gclalma (colugenn desnaturalizada). (6-9)

La colagena llpo IV 1ue la primera colug,ena no- fbrllar t.xlcnsamc.nte csludmda yiies un

: ‘componcnlc de Ius mcmbmms basales, dondu fomm una hnn red de cordelcs enlrduados quc

’alrapan a moleculus du 1,ran ldmaﬁo como lammma o <.l protcobllcano lu.parzm sulfalo. Las

cadenns dc colag,ena tipo IV son cstructumlmcnte snmllarcs y combmun un dommlo lar1,0 en

Dcpuldu.ndo dcl lt.udo. por.un Iado otorgun 1.1 ﬂL\lblllddd apropiada, y por otra, permiten Ia'
esistencia a los procesos dC'cSllrﬂllllclllO. Ln este: sumdo cstas fibras se encuentran en
cantidades significativas en aquellos tejidos en” los cuales la extensibilidad reversible ‘es

" importante en su luncion como ocurre con el pulmon. la picl y las grandes arterias. (15).



Ln lea sublamnlm se cncucnlran la matrilisina (MMP-7) y la malrlllsma-2 (MMP-26), las cuales han

‘pcrdldo cl dommlo C'lrboxﬂo temunal es decir, sélo contienen los primeros tres dommms quL les

conlu.rc.n lus propledadus necesarias para la secrecion, latencia y actividad cmalilica. Los sustratos de
: (. lm cn?nmas son muy amplios y variados y degrada cntre. otras moleculas de la mdmz ala

ﬁbroneclina. (16).

e Las hbronccunas constituyen una familia de g,lucoprolefnas mulufuncxomlcs, quc se pueden

encontrar tanto en forma insoluble en'la MEC como en’ fonna soluble cnrculando enel plasma. )

K L.m molt.culas dc f'bronectma estan fonnadas por 2 subumdadt.s dL 230 y 250 kDa qug se

i at.ncuuur'm hgadas por unijones de dxsul[‘uro La eslructum dc la: ﬁbroncclum csta l'ucmmcnu.
;homolog,ms upos l Il y~ 1y las cualcs consuluycn,'cl:esquclcto d

chlracclular Adcmas es la prmcxpal prolema dt. ur

f . c.ola;,cnas (15)

stromelisinas,

'A lea subfannlla puumccn las CSll‘OlllC'lSlndb 1 (MMP-3), 2 (MMP 10).Y:3 (MMP Il) lumt.ndo

como sustratos prlncnpalcs ala Fbroncctlm laminina y coldgena tipo IV, (6 9 16) :

‘e la Idmmm.x es una_glicoproteina filamentosa y. cs abundumc c..n tas lamlms hasalu de las
matrices L\lmu.lularcq c.mbrlonarms. Tiene una estructura’ llmmcmc Lonscrvud:l en diferentes

especies como en ¢l hombre. ratén, drosophila. sanguijuelas, y cslrcllas dc hmr. Consislc de tres




ros dlfcrenlcs M'] 1-MMP (MMP-14), MT2 MMP (MMP-]S) N

: MI‘3 MMI’ (MMP-16) MF4 MMP (MMP l7) MTS MMP (MMP-24) M'l6 MMP (MMP‘ ”5) Son

. prolcmas con un’ domnno dc mc.mbrana y una cola cnloplasmnllca y un domlmo de furina que snrvc‘

como sitio ucllvo de rcconocnmlcnlo para su acuvauon xmracclular l: ns nzi apacndud

~de acuvar a otras MMP s como la MMP-Z y 13, ademas de degradar prou.fnas de la‘matriz wtracelular :

como Fbronccuna Iamlmna, cold;,&.na. gdmmu y otras, (18)

: 0(r’=is~MMP7s. :

a subfamxlm se az,nlpdn nqu(.llas enzimas cuyas propledadcs no Ics pcmme ag,rupar';e dcnlro dc

v]2 (mclalocluslas'l de macrofagos)

S ncurrc lamo intra como «.\lr'lcelul'lrmenlc y Ia '1ct|v1dad cnnmnuca es el
plqa so.ru. dc um.moq QUL mcluye la upn.snon dd ;:.cn. la acuvacmn del

/lmol,(,no y Id lnhlblCIOIl enzimatica cnel espacm extracelular (4. 18).




4 n:’nicxﬁa tray

i proqmmrcs dt;l crcckim,ieknylo cclulur, |nluh1dorus dc la anuobunuls ap()pmsls. yuc.(18-20)._‘ o
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e los alveolosson deslruldas;de manera quc os alvéolos son susmundos por.

spacno muerto I's oloyco aumenta &,rand«..mc,nu, y debldo ala venlnlacxon

y ncgo ulvcolar no umfonncs |nadccuadas se dcsurrolld lnpoxw grave. Lai |nsp1racnon y la csplrd n'

o 'son dlﬁcnk.s y (,l lmbajo rcsplralono se mcrcmenta graduulmenlc. l‘l torax se agranda y toma Ia fomm '

: _dc barrll porqut. la par(.d toracncn se L\pande cuando el rccog,lmu.nlo leSllCO oponcnlc dc los

op lmonu chlma ('71 22).

—'Llﬂ'ﬁlllhl ‘s un componente de' la matr IZ mcelular, quu proporcnon'l la ﬂL‘(Ibllldad m.cwarm § obrc cl

pulm(m para resistir los dlfuruﬂgs duﬁos tisiold ;,lcos a Ios quc., esta somuldo. Por 30 uﬁos se ha LrLIdO




Jque se nolé que fumadorcs con. una de(‘cnencna congemla dc -1 anulrlpsma tcman una e‘(ceslva




un’ decremuuo en'la concentracién de L()]dL.Cllil en pulmon d(. ‘cobayo U(pucslos al humo dL cu,arro.




Ademas por lubndac:én in- sllu e mmunohlstoqulmlca se mostré la:expresiénde colagenasa en’

resente'en macrofagos alvuolur mlcrsumalcs. cclulas Lndoluhales y celulas cpncllalcs (40)

mbriones _d(_:',;roedorcs el objcuvo dc es(c lrabaJo es: anal

5 re escntadas por exposnc on a humo dc lubaco las ralas e*(prcsan ‘las col

OBJETIVO:-

Anah/ar por Rl -PCR Ta cxpresxon de la MMP-1, MMP-8 y MMP 13 en pulmoncs de ratas control y

s C\pu&.sms a humo de tdb.\co.




_ MATERIAL Y METODOS.

: :)M‘bdclo' Expefimental.

rupo-de:4 ammales que c.s‘ cl ;,rupo comrol Ios ammalcs se sucnﬁcaron a Ias sus semanas de

= ,Adlclohalmémc sc'uli on cmbnones dv.. rata dc. 12 dxus dc ;,cslacxon. como controles posmvos para

.A la colaguwsa 1 (MMP I)



'Obtcnclén dcl malerual bloléglco' =

' Las rulas fucron am.stcsmdas con una sobrc.,do s de pc tobaAbnol sédnco par'l realizar lor'\cotomla Los

i . i r v - B 58 SRR A:v' "’ N e
ambleme por 3 ‘minuto: Postcnormcme s¢ adicionaron200ul de cloroforio por cada:lml dc—TRléOL

< agrcbado, sc muclo por un I'1pso du 2 minutos_y:se mcub'\ron nucv.nmcme a. tempualura amblcmc

L durantc 3 mmutos Las mueslr’L Lu)lnlugaron u 1’7000 ‘( g a 42 C dur'lnu, 16 mmutos AI lermo de

“la cenlniu&ﬂuon s¢ ru.upcro la !nse acuosa,




ntrifugacion S decamo cl aobrcnadanle y: al prccnpltado se le

: TRILOL agn.gado Nuwamcnlc se cenlnf’ugaron Ias !

sy el. sobrcnadanle se decnnto y se deJo secar, Fnalmumc se

: _5;5) lnhlbldordc RNAsas lu/ul.

d) Hexdmeros al azar.

¢} Bufferde RT 1X.



Proccdlmu.nto, o

2)

3)

4)

5)

6)

A l mlcrog,ramo de RNA sele a;,rq,é DNAea.
Los tubos fueron incubados durante lS mmulos a lcmp«.rdlura dmblcnlc csto con el fin

de que la DNAsa degrade el DNA gcnomlco conu.mdo Ln cada mucs!ra

Se agregd 1ul de hexameros (2.5 pM) y ‘s}c} i
hexameros hibridaran con el RNA templado A

Se incubd mmcdmlamenle en hlelo dg 2 a-3 minutos.

Sc agregd la mezcla de R’l para iniciar la reaccié pollmcnzacnon por la cn7|ma’

(lmnscnplasa revcrsa) a una lempemlura de [42.°C: durante . hora. Y Fnalmume se -

desnaturalizo la cnzlma tramcnpmea reversa a una tcmpcralura de 94" C por 5 mlnutob.

El cDNA obtcmdo sc dlluyo en 3() ul de ugua DLI’C




“Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

nllf cnr la cxpresnon d«, las colugenasas

1, 2 y 3 se uulnmron prunels (del inglcq

primcr = mlcnador) LSpCClﬁCOS para cada una de éstas, ademds de una mezcla cspecmcu con un

=volumen ﬁnal dc. 25;1[ (aforuda con HZO)

COLAGENASA | [COLAGENASA 2[COLAGENASA 3 GAPDIH
Mg Cla 2.5 mM 2mM 1.5 mM | mM
Bufter de PCR 10X 2.5 ul 2.5 ul 2.5l 2.5 ul
Mezcla de nucledtidos 200 nM 200 uM 200 M 200 uM
Primer sense 1 uM I uM 1 uM 1 uM
Primer antisense I uM I uM I uM I uM

11,0

Taq Gold Polimerasa

1.25 unidades

1.25 unidades

1.25 unidades

1.25 unidades

Los primers especificos para la MMP-1 fucron:

Sentido. 5° AGA CTT CCC TGG AAT TGA TGA T 3°

Antisentido, 5" ATG TAT CAG CAC I'FC TGG AAGGT 3"

Los primers fueron obtenidos de la referencia (10)

Para este par de primers sc cspcra un produ_cto de 267; pb. -




95° C 95°C 55°C 72°C 72°C

10 minutos | 30 segundos | 45 segundos | 45 segundos | 10 minutos

50 CICLOS
Los primers especificos para la MMP-8 fueron:
Sentido. 5° CCC ACC TGA GATTTG ATGCT 37
Antisentido. 5" TTG CTG CAA GTC ATA GGC AC 3’
Este par de primers fucron disefiados en el siguiente sitio:

hitp://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/prima.html

Para este par de primers se espera un producto de 246 pb.

95° C 95°C 58°C 72°C 72°C

10 minutos | 30 segundos | 30 segundos | 30 segundos | 10 minutos

.

35 CICLOS
Loks primers especificos para la MMP-13 fucron:
Sentido. ~ 5' GAG GTG AAA AGG CTC AGT GC 3°
C /\m’_iscn,tid»on. : ’57 ATG AGG CGG GGA TAG TCTTT 3°

~ Este par de primers fucron diseiados ¢n el siguiente sitio:

20




Para este par de

primers sc espera un producto de 136 pb.

95° C 95° C 64° C 72°C 72° C
10 minutos | 30 segundos | 30 sepundos | 30 segundos | 10 minutos
S— —_—

————

40 CICLOS

Los primers especificos para GAPDH fueron:

Sentido. “5° CCC CTT CATTGA CCT CAACT 3” ‘

. Antisentido. 5 TTG TCA TGG ATG ACC TG GC 3"

De iguial forma este par dé primers tueron disefiados en ¢l siguiente sitio:

i httgi ://biiow‘é‘b,nzi'sl t/seqanal/interfaces/prima.html

Para este par de primers sc espera un producto de 396 ph,

95°C

95°C

60° C

72°C

72°C

10 minutos

30 scgundos

30 segundos

30 segundos

10 minutos

25 CICLOS



Para analizar el (aniaﬁb de los! producto ar'nbpliﬁéados‘ s¢ tomaron 8 pl de los productos de'PCR, se~

tifieron con bromuro de etid se’co ¢n un gel de agarosa'al 1.5 %. P()slcriorincm’e fueron

visualizados en un tra

Las cantidades de cDNA arﬁpliﬁj&:‘hd yrcbtn4lahl":CR:f_'Lv|c’r’Qh nbfmalimdns por monitoreo de la expresion de

mRNA de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDI).

12
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RESULTADOS:

: Reaccién en cadena de la polvimcras:i (PCR).

GAPDH

'Como se habla m ncmnudo' las' 'antldadcs dc cDNA amphhcadus cn Ia I’Cl l'ucron nonnah/adas por.:

e g:X;ir{:smn de rﬁRNA"de gllcei-z_nl:dthdo {‘oslalo deshldrogenasa (GAPD! l) Despucs de

lclos se obtuvo una banda de 396 paru de bases anto’ el

n: los pulmoncs control como en’los

s cxpcrlmenmles. Sc reahzo una reaccnc’)n como_contrpl negativo, a la cual no se le aphcé cDNA yen la

~“misma no s¢ amplificé ningiin producto (Figura 1),

P.M

100p.bC1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 (-)

396 p.b.

Fig. 1 Andlisis de fa expresion de GAPDH por RT-PCR. Teniendo un producto de 396 p.b. El primer carril muestra un
marcidor de 100 pares de bases. en los siguientes cuatro carriles (C1 ~ C4) encontramos los pulmones controles, tos carriles
de 1 a 58 corresponden a los pulmones experimentales, el altimo carril corresponde al control negativo (--).
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FALLA DE ORIGEN




MMP-§.

'n dc GAI’DH se uuhmron_'

Ya nonnahz‘ldda las canudad«.s d(. cDNA por monitoreo, dc la prres

pri iners ChpLC"ICOb pdra la MMP-S l:l ruullado putde obsorvarse n Ia Fu,uru 2' n I" cual s¢. mu«.slra

ondiendo al tamafio

.despucq dc 35 cnclos. un lr' mcn(o dc 246 parcs de bascs corr

8 pod(.mo‘s notar

mento en la cxpusnon

: '_dcl u.n ‘con respuc(o a Ios conlrol(.s De u,unl formu se uullzo unc ntrol negativo ( =) para asq,uramos

de quc. loa productos ampllhcados no cran: por conlummacxon, y ho se, obtuvo amphrcacnon en esta

reaccion. l’or olra parte no sc obtuvxcron produclos |nespecnﬁcos. scﬁaléndo'nos que la reaccion fue

‘especifica.

P.M.
100p.b C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 (-)

246 p.b.
—

Fig. 2 Analisis de la expresion de MMP-8 por RT-PCR. Teniendo un producto de 246 p.b. El primer carril shuestra un
marcador de 100 pares de bases, en los siguientes cuatro carriles (C1 - C4) encontramos los pulmones controles, los carriles
de EY a E§ corresponden a los pulmones experimentales, el altimo carril corresponde al contro) negativo (--).
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MI!II’ 13

Por’ olra paru. se uulxzaron prlmcrs LSpECIllCOS para la MMP~I3 y Ios rcsultados sc mucstran enla:

. Iu,ura 3. Despues de 40 cnclos se obtuvo un f‘ra[,menlo de DNA’de |36 purLs de bases que correspondc )

embarbo, como podcmos

al lamaﬂo espcmdo lzmto en los conlroles como en los cxpenmenmlc

. 13 cn los pulmones :'_

rma contmles. No se. obluvo o

+ 2 amplificacién ‘en " la reaccion “del ‘control : negativo, ni:se amphfcaron productos mc.sp(.cnf'cos en

‘ninguna‘de las reacciones.

P.M.

100p.b C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 (-)

136 p.b

—_—

Fig. 3 Andlisis de la expresion de MMP-13 por RT-PCR. Teniendo un producto de 136 p.b. £] primer carril muestra un
marcador de 100 pares de bases, en los siguientes cuatro carriles (C1 - C4) encontramos los pulmones controles, los carriles
de El a 128 corresponden a los pulmones experimentales. ¢l dltimo carril carresponde al control negativo (--).
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MMP-] -

_Para el analisis de la cxprc_S’ién de la MMP-1 se utilizaron primers especificos, y *un control positivo de

i chibrién de rata de 12 dias de gestacién. Como se obsérvaen I figura 4, después de 50 ciclos se obtuvo

o lun prodpc’to dc 267;parcs de buscs en el conlrol positivd, sin cmburgo en los pulmohcs de rata comrol

para una sq,unda l’CR El rcsultddo fue u,ualmcntc nugauvo y solo se amphfco el control posmvo de .

; cmbrlon de mm mientras que-los en controles adullos y los pulmones cwpv..rlmemalcs no hubo nm;,un

llpo du amphhcacmn

P.M.

100p.b C(+) C1 C2 C3 C4 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 (-)

—_—
267 p.b

Fig. 4 Analisis de la expresion de MMP-1 por RT-PCR. Teniendo un producte de 267 p.b. El primer carril muestra un
marcador de 100 pares de bases, en el siguiente carriles (C+) encontramas cDNA de embrion de |2 dias de gestacion como
control pusitivo , los carriles de C1 a C4 corresponden a los putmones controles, mientras que los siguientes ocho carriles
(E1 -- E8) pertenccen a los pulmones experimentales, el altimo carril corresponde al control negativo (--).
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DENSITOMETRIA.
Adicionalmente sc realizé una_ densitometria de las bandas de’ qnipliﬁ_édéiéh para - determinar
cuantitativamente los niveles de expresion de las MMPs’ estudiadas c'n"reklécié‘n al GAPDH con el
objeto de  analizar si existe una diferencia significativa entre la exprésiéh de las enzimas comparando
los pulmones control y con los experimentales. El resullado de los promedios y desviacion estandar de
los controles y los experimentales tanto para la MMP-8 como para la MMP-13 relativas al GAPDH
v:k,apakr‘cébch cn las figuras S y 6 respectivamente. En el caso de la MMP-8 ¢l resultado es de 4.81 + 2.21
-‘en los pulmones control, contra 9.56 + 6.39 de los pulmones experimentales. En el caso de la MMP-13
el fcsullado es de 2.67 £ 0.70 en el caso de los pulmones control, mientras que en los pulmones
exypcrimcntalcs el resultado fuc de 6.94 + 4.19 . Aunque existen diferencias evidentes ¢l andlisis
estadistico no revela significancia de los datos utilizando la ¢ de snudent (p......). Esto probablemente se
debe a la gran variacién que existe entre los animales y al poco niimero de animales talito'qomroles'

como experimentales.

MMP-8 | GAPDH

18.00 .
16.00 |
14,00 ¢
12.00
10.00 |
8.00
6.00
400 !
2,00 §
000 - --nm

Unidades relativas.

Controles Experimentales

Fig. 5 Resultado de los promedios de la densitometria de la expresion de la MMP-8
comparando los pulmones control y los experimentales
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12.00
10.00
8.00
6.00

4.00

Unidades relativas.

2.00 -

MMP-13 / GAPDH

Controles

Experimentales

Fig. 6 Resultado de los promedios de lu densitometrla de Ia expresion de la MMP-13
comparando los pulmones control y los experimentales
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parcdcs alvcolarcs, El Lnf' senm pulmonﬂ se:caracteriza :por. una: destruccidr

'podrmn luu.r dll’cn.nleﬁ pnpch.s lunc:onalﬂ lanlo en procesos patolégicos S como ﬁsxologlcos.




 ventaja de cuantificar la cantidad inicial de templado mas especificamente que otras téeni

Ln lns ulumos .mos se ha dLbnlldO sobrc Id |dent1dad de |dS umnms col.u,umhueds producxd'ls por los

u.lldos de murinos. Ha sido sorprcndcnu, que la prw..ncm dc la colagenas MMP l no_se lmbm




rata y ratén solo se expresa en ctapa embrionaria. ¢ Perdicron 10s murinos la’expresion de csta enzima.?

Mcal-A

Mcol-B

Hmmp20

__Relacion evolutiva entre MMPs humanas y deraton. ]
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aumentada en aqucllos ammdlcs prucslos a humo de labaco. Ln cxperlmenlos poslcrlorcs se

c.omprobara este: posnble hallan,o con la: uuh/acmn de PCR de lu,mpo de rcal quc ‘nos pcrmnllran

cuantificar la expres on de cslas cnnm.n

el
)
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